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1 Resumo 
Proteínas de ligação a RNA (RNA-binding proteins - RBPs) regulam pós-
transcricionalmente um vasto número de genes. Sabe-se que mutações em RBPs ou 
alterações na sua regulação estão associadas a doenças neurodegenerativas. Essas 
RBPs induzem a formação de inclusões patológicas, que frequentemente estão co-
localizadas com marcadores de grânulos de estresse (SGs). A proteína Caprin-1 (ou 
RNG-105) é uma RBP citoplasmática expressa em tecidos de mamíferos e é 
particularmente abundante nos neurônios. Liga-se a mRNAs-alvos em complexos 
ribonucleoproteicos mensageiros (mRNPs) regulando o seu processamento. 
Observou-se que a expressão ectópica (EE) de Caprin-1 induz a formação de SGs. 
Deste modo, o presente estudo buscou avaliar o mecanismo molecular pelo qual 
Caprin-1 atua na indução de SGs e compreender a sua função, com enfoque no grupo 
de RNAs-alvos regulados. Para isso, utilizamos células humanas superexpressando 
Caprin-1 seguida de análises em larga escala, incluindo: RIP-seq (RNA-
immunoprecipitation and sequencing) e RNA-seq (RNA sequencing). Os resultados 
de RIP-seq mostrou um enriquecimento de 63% de rRNAs e 23% de genes 
codificadores de proteínas no RIP de Caprin-1 em relação ao controle. Pela 
classificação funcional do subgrupo de RNAs que codificam proteínas, observamos 
que muitos constituintes ribossomais e componentes da maquinaria de iniciação da 
tradução foram enriquecidos. Nós confirmamos a co-imunoprecipitação do 18S rRNA 
e NPM1, transcritos relacionados com o complexo de iniciação da tradução e 
biogênese de ribossomos. Digno de nota, em nosso trabalho observamos que Caprin-
1 pode estar auto-regulando sua expressão, mas os mecanismos envolvidos ainda 
não estão claros. Através da co-imunoprecipitação proteica, validamos as interações 
de Caprin-1 com a RPS3 (proteína da subunidade ribossomal 40S) e com a RBP 
hnRNPC1/C2 que atua no processamento de pre-mRNAs, transporte e na 
estabilização de mRNAs. Em nossas condições de análises de transcriptômica, 
observamos que a EE de Caprin-1 atua de forma global na expressão diferencial de 
genes. Porém, na classificação funcional desses genes diferencialmente expressos, 
observamos uma repressão de classes funcionais importantes, tais como constituintes 
ribossomais, da maquinaria de tradução e do metabolismo celular. Em conjunto, 
nossos resultados mostram uma correlação entre o papel de Caprin-1 em Grânulos 
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de estresse e no processamento de RNAs. Nesta perspectiva, acreditamos que as 
interações de Caprin-1 com os RNAs-alvos podem modular os grânulos e a regulação 
da tradução. Desta forma, o nosso resultado contribuiu na investigação do papel de 
Caprin-1 em Grânulos de estresse, uma vez que a importância fisiológica da maioria 
dos alvos de mRNAs identificados ainda não foram esclarecidas.  
Palavras-chave: Regulação Pós-transcricional, Proteínas de ligação a RNA, CLIP-seq, RNA-seq, RIP-seq, 
grânulos de estresse, Caprin-1. 
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2 Abstract 
Caprin-1 (also known as RNG-105) is a cytoplasmic RNA-binding protein (RBP) 
expressed in mammalian tissues and is particularly abundant in neurons as part of 
RNA granules. This RBP binds mRNA targets in mRNPs and contains a conserved 
RG-rich domain, which is related to cellular granules and to reversible aggregation of 
proteins. Ectopic expression (EE) of Caprin-1 induces assembly of high-density 
cytoplasmic granules, called stress granules (SGs). Because activity and aggregation 
of RBPs are associated with many neurodegenerative and protein-misfolding 
diseases, we wanted to know the molecular mechanism by which Caprin-1 mediates 
SGs induction as well as to understand its function, focusing on the group of its RNA-
targets.  Here, we use human HEK293T cells to perform large-scale analysis including: 
RNA-immunoprecipitation and sequencing (RIP-seq) and RNA-sequencing (RNA-seq) 
upon Caprin-1 EE. RIP-seq results show 63% of rRNAs and 23% of protein-coding 
genes enriched in Caprin-1 RIP-seq in relation to control. Among the subgroup of RNA 
coding genes, most of the target candidates represent constituent of ribosome and 
components of translational initiation machinery. We have confirmed a handful of 
Caprin-1 transcripts-target involved in ribosome and translation initiation complex as 
18S rRNA and NPM1. Interestingly, here we show that Caprin-1 protein auto-regulates 
its expression, but the molecular mechanisms still needs to be elucidated. Through co-
IP, we validated interactions of Caprin-1 with RPS3 and hnRNPC1/C2, ribosomal 40S 
subunit protein and a RBP that act to stabilize transcripts, respectively. By our EE 
conditions, Caprin-1 is neither a universal repressor nor a universal activator, but some 
classes involved in translation machinery have been overepresented as repressed in 
the GO analysis. The combination of our results contributes to a link between Caprin-
1 in SGs and RNA processing. In this view, we propose that Caprin-1-RNA interactions 
might modulate SG and translation regulation and we expect to contribute to the 
understanding of its broader involved in neurodegenerative diseases. The next step is 
investigating the cellular and mechanistic understanding of the Caprin-1-dependent 
stress granules, since the physiological significance of most of the identified RNA 
targets has not yet been investigated.  
Keywords: Post-transcriptional regulation, RNA-Binding proteins, RIP-seq CLIP-seq, RNA-seq, stress 
granules, Caprin-1. 
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3 Introdução 
3.1 Proteínas de ligação a RNA (RNA-Binding Proteins – RBPs) 
A regulação da expressão gênica pode ser realizada em diferentes etapas, 
desde a transcrição, no processamento de RNA, na tradução em proteína e até a 
ativação ou degradação do polipeptídeo formado. Esses controles guiam os 
processos de diferenciação celular e morfogênese, bem como, atuam ativamente de 
modo a manter a homeostase celular1,2. 
Nesse sentido, proteínas de ligação a RNA (RNA-binding proteins - RBPs) são 
um dos principais reguladores pós-transcricionais e atuam em importantes passos da 
regulação da expressão gênica. Ligam-se a regiões específicas de vários RNAs 
celulares controlando o processamento desses transcritos, como nas etapas 
indicadas na Figura 1: splicing (1), transporte (2), localização (3), estabilização (4), 
controle de tradução de transcritos (5), degradação (6), e como guias na regulação 
gênica por microRNAs (7). Além disso, RBPs atuam também em grânulos 
citoplasmáticos para regular o destino de mRNAs específicas (8). Logo, as RBPs 
atuam de uma maneira complexa para manter a homeostase celular e regular vias 
biológicas importantes1,3-5. 
 
Figura 1- Etapas importantes da regulação pós-transcricional por proteínas de ligação a RNA (RBPs).  
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Algumas RBPs são associadas ao processo de manutenção da pluripotência 
de células-tronco e de processos envolvidos na diferenciação celular6. Por exemplo, 
a RPB LIN-28, inicialmente descrita no nematóide C. elegans como um alvo de 
regulação do microRNA let-7, é atualmente reconhecida como uma das proteínas-
chave na manutenção da pluripotência celular7. Assim, a indução da expressão de 
LIN-28 passou a fazer parte do coquetel de fatores essenciais nos protocolos de 
reprogramação de células-tronco pluripotentes induzidas (iPS), juntamente com três 
outros fatores de transcrição OCT4, SOX2, KLF48  .  
Até o momento, foram identificadas em torno de 1200 RBPs em células 
humanas9,10. Algumas dessas proteínas podem atuar em complexos proteicos, como 
em spliceossomos ou ribossomos, e outros podem interagir diretamente com pré-
mRNA, mRNAs e RNAs não-codificantes, formando complexos ribonucleoproteicos 
(RNP) para controlar o processamento desses transcritos11. De um modo geral, as 
RBPs atuam por domínios de ligação a RNA, presentes de forma simples ou múltipla 
em sua estrutura, e que reconhecem regiões específicas do RNA-alvo1. Entre os 
domínios mais bem caracterizados em RBPs, podemos citar os motivos RRM (RNA 
Recognition Motif), KH (K-homology), RGG (Arginine-Glycine-Glycine), PIWI e Zinc 
fingers12. São domínios que possibilitam a ligação entre as proteínas aos RNAs 
guiando processos posteriores a transcrição.  
Por conseguinte, a importância das RBPs tem ganhado destaque pelo fato de 
estarem diretamente relacionado a doenças. Sabe-se que mutações nas RBPs ou 
alterações na sua regulação e de seus RNAs-alvos levam ao desenvolvimento de 
afecções13,14, tais como doenças autoimunes15, oncológicas16,17 e neurológicas18,19. 
Deste modo, um estudo mais aprofundado de RBPs e de suas funções no 
processamento de RNAs contribuirão para a elucidação de mecanismos de regulação 
gênica em estados normais e patológicos.  
3.2 Doenças neurodegenerativas e grânulos de estresse  
As doenças neurodegenerativas são caracterizadas pela perda da estrutura e 
função do sistema nervoso. São doenças, em sua maioria, incuráveis e debilitantes 
que resultam da degeneração e/ou morte de células nervosas progressivamente. 
Consequentemente, o indivíduo tem perdas cognitivas ou perdas de movimento 
(ataxias). Entre as principais doenças neurodegenerativas, podemos citar a doença 
15 
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de Alzheimer (AD), doença de Parkinson (PD), doença de Huntington (DH), ataxia 
espinocerebelar (SCA), atrofia muscular espinhal (SMA) e as encefalopatias 
espongiformes transmissíveis (EET) ou doença de príons. Atualmente, sabe-se que 
muitas semelhanças a nível celular e molecular relacionam essas doenças, incluindo 
proteínas associadas, mecanismos moleculares e vias patológicas18,20-25. 
A lista de RBPs que já foram experimentalmente associadas a doenças 
neurodegenerativas é considerável, entre elas podemos citar as proteínas FAF1 
(doença de Parkinson)26, Musashi (Alzheimer)27,28, FOX1 (autismo)29, FMR1 
(síndrome do cromossomo X frágil)30, Muscleblind-like (distrofia muscular 
miotônica)31,  ELAV e CELF4 (epilepsia)32,33 e as proteínas Nova-1 e Nova-2 
(neurodegeneração paraneoplásica)34,35 .  
Como exemplo de uma doença relacionada a RBP, podemos destacar a 
esclerose lateral amiotrófica (ELA). Essa doença afeta principalmente os neurônios 
motores e é caracterizada por fraqueza e paralisia. As proteínas FUS (Fused in 
Sarcoma) e TDP-43 (Tar Binding Proteins 43kDa) são duas RBPs nucleares 
implicadas no desenvolvimento dessa doença. Sabe-se que mutações dominantes e 
erro de localização levam a agregação dessas proteínas no citoplasma, as quais são 
observados frequentemente em células de um sub-grupo de pacientes com ELA.  A 
mutação de FUS ou de TDP-43 causa alterações em seus domínios de translocação 
núcleo-citoplasma, levando ao aumento dos níveis citoplasmáticos dessas proteínas 
e consequente formação de agregados insolúveis, os quais são agravados na 
presença de agentes estressores. Além disso, observaram-se mutações na TDP-43 
que levam a um defeito na regulação do splicing e consequente acúmulo de mRNAs 
defeituosos no citoplasma da célula. Estes mRNAs apresentam mutações non-sense, 
i.e, introdução de stop códons prematuramente, gerando proteínas truncadas que 
formam agregados insolúveis no citoplasma36-40.  
A formação de agregados citoplasmáticos é uma das características 
frequentemente observadas em tecidos de pacientes com doenças 
neurodegenerativas, e atualmente representam um diagnóstico chave dessas 
doenças. Ainda não estão claros os mecanismos envolvidos, mas recentes estudos 
têm mostrado que esses grânulos estão co-localizados com proteínas marcadoras de 
Grânulos de estresse (SGs), sugerindo possíveis mecanismos na patofisiologia 
16 
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dessas doenças41,42.  
Muitas RBPs associadas à neurodegeneração foram co-localizados em 
agregados na presença de proteínas marcadoras de SGs, tais como TIA-1 (T-cell 
intracellular antigen 1), TIAR (Cytotoxic Granule-Associated RNA Binding Protein-Like 
1), TTP (Tristetraprolin) e G3BP (Ras-GTPase-activating protein SH3-domain-binding 
protein)43,44, as quais também são RBPs. Por exemplo, os agregados formados pela 
proteína huntingtina, responsável pela doença de Huntington (DH) estava associada 
com TIA-145. Nas doenças de príon, que em humanos é conhecida como a doença de 
Creutzfeldt-Jakob, observaram-se em cultura de células de camundongos, agregados 
da proteína do príon (PrP) atuando diretamente na regulação de SGs46. Em outros 
estudos observaram que a acumulação de inclusões de TDP-43 e FTLD estavam 
associados com SGs47. A doença FTLD (Frontotemporal Lobar Degeneration), assim 
como a doença de Alzheimer, é caracterizado pela acumulação de proteína tau, a qual 
foi observada estar presente em SGs48.  
Sabe-se que os SGs são estruturas temporárias que surgem após a exposição 
à um agente estressor, tais como uma infecção viral, choque térmico, estresse 
oxidativo e hipóxia. Funcionam em parte, para sequestrar mRNAs específicos e 
direcioná-los para a tradução em proteínas de resposta ao estresse (e.g., heat shock 
proteins), reparando os danos intracelulares causados e restaurando a homeostase. 
Como também, atuam reprimindo a tradução de mRNAs desnecessários ou 
armazená-los para uso futuro. A composição dos SGs não é sempre a mesma, mas 
de um modo geral, contêm mRNAs não traduzidos, componentes do complexo de 
tradução, e muitas proteínas adicionais que afetam a função do mRNA, como RBPs49-
52. O mecanismo mais conhecido de formação de SGs envolve a fosforilação do fator 
de tradução eIF-2α (eukaryotic translation initiation factor 2) por quinases como 
PERK, HRI, GCN2, PKR e Z-DNA51,53. 
Em suma, notamos que muitas RBPs ligadas a neurodegeneração estão 
envolvidas em SGs, porém os mecanismos patológicos envolvidos ainda não estão 
claros. Além disso, um número ainda desconhecido de RBPs com função no sistema 
nervoso e na formação de grânulos citoplasmáticos não foram devidamente 
estudadas. Deste modo, investigar os possíveis mecanismos de atuação de RBPs e 
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do grupo de RNAs-alvos por eles regulados, bem como identificar novos RBPs 
potencialmente relevantes poderá ajudar na compreensão desses eventos. 
3.3 Caprin-1 (ou RNG-105) 
A proteína de ligação a RNA, Caprin-1 (Cytoplasmic Activation/Proliferation-
associated protein-1), é uma fosfoproteína citoplasmática bem conservada em 
vertebrados e ubiquamente expressa em tecidos de mamíferos, particularmente em 
tecidos com alta taxa de proliferação. Com exceção do cérebro, na qual também é 
abundantemente expressa, e por isso, também reconhecida como RNG-105 (RNA 
granule protein 105), devido a sua participação em grânulos de RNA54-57. 
Em humanos, Caprin-1 é formada por uma sequência de 709 aa, codificada por 
um gene localizado no cromossomo 11 e que gera uma proteína de 78,4kDa (peso 
molecular calculado). Vale salientar que, em estudos proteicos, essa RBP apresenta 
uma migração lenta no gel, com um tamanho aparente de Mr~116kDa (MW Mobility 
relative). A proteína Caprin-1 possui um parálogo altamente conservado apenas em 
vertebrados, denominado Caprin-2. Essa proteína se distingue de Caprin-1 por um 
domínio adicional no carboxi-terminal que é homológo ao domínio globular de C1q54.   
A análise estrutural de Caprin-1 indica domínios típicos de RBPs, por exemplo, 
dois domínios básicos, “coiled-coil” na região N-terminal e “RGG box” (região rica em 
arginina-glicina) na região C-terminal. Motivos de sinalização de localização nuclear 
(Nuclear localization signals-NLS) e sinalização de exportação nuclear (Nuclear export 
signals-NES), indicando uma translocação núcleo-citoplasma. Além disso, contêm 
regiões ricas em ácido glutâmico (E-rich, glutamic acid-rich region) e glutamina (Q-
rich, glutamine-rich region)56 (Figura 2). Observou-se também que Caprin-1 possui 
regiões chamadas de “Low complexity (LC)” em sua sequência, os quais são 
frequentemente observadas em proteínas associadas a SGs (Figura 2 - cinza). As 
regiões LC sugerem um mecanismo de interação polivalente com outros complexos 
proteicos. Essas regiões são fosforiladas por quinases específicas que permitem uma 
mudança conformacional da RBP, de modo a possibilitar uma interação com outras 
proteínas dentro do grânulo, integrando desta forma, várias cascatas de sinalização58.  
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Funcionalmente, Caprin-1 tem sido descrita em vários estudos independentes. 
Nos primeiros trabalhos realizados, destaca-se a correlação dos níveis de Caprin-1 
com a proliferação celular. Os níveis de expressão de Caprin-1 em células do sistema 
hematopoiético foram diretamente associados com o estado proliferativo dessas 
células. Observou-se que quando linfócitos T ou B foram estimuladas a se dividir, os 
níveis de Caprin-1 aumentam mais de 15 vezes. Da mesma forma, observou-se que 
em células da medula óssea, os níveis de Caprin-1 eram elevados na população de 
células que foram estimuladas a se dividir através de fatores de crescimento, como o 
IL-3 ou CSF-1. Por outro lado, os níveis de Caprin-1 diminuíram quando células 
leucêmicas monocíticas M1 foram induzidas a se diferenciar em células sem divisão, 
como também quando células dependentes de IL-3 foram privadas desse fator de 
crescimento hematopoiético. Nesse sentido, a fim de se estudar melhor o papel de 
Caprin-1 como regulador na proliferação celular, produziu-se clones de células 
knockout de Caprin-1 (CAPRIN1-/-) e com mutação heterozigótica (CAPRIN+/-), 
utilizando a linhagem celular DT40 (chicken B lymphocyte). Dessa forma, observou-
se que a ausência completa de Caprin-1 levou a um defeito significativo na 
proliferação celular, devido a um prolongamento da fase G1 para o S do ciclo celular, 
quando comparadas com as culturas de células selvagem e mutante em heterozigose. 
Esse resultado é consistente com as observações anteriores em que os níveis 
elevados de Caprin-1 são encontrados em células que foram induzidos a se dividir, e 
por outro lado, os níveis são reduzidos em células que não se dividem ou que foram 
induzidos a se diferenciar54,55.   
Em células epiteliais e de fibroblastos, observou-se que Caprin-1 se relaciona 
com a formação de grânulos de estresse. No trabalho apresentado por Solomon S. et 
Figura 2- Diagrama esquemático da sequência estrutural da proteína Caprin-1. Coiled-coil, domínio básico envolvido com 
regulação trascricional e de interação com microtúbulos; Nuclear Localization signal (NLS) e Nuclear Export signal (NES), que 
são marcas de sinalização de entrada e saída do núcleo; regiões ricas em ácido glutâmico (E-rich), glutamina (Q-rich) e 
arginina-glicina (RGG Box – RG-rich), típicas de RBPs. Além de regiões chamadas de Low complexity (LC), associadas com 
a mudança conformacional da proteína. Figura adaptada do artigo Shiina N. et.al, J Neurosci, (2005)57, regiões LC dispostas 
de maneira meramente ilustrativas. 
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al (2007), observou-se que Caprin-1 interage diretamente com a proteína G3BP1 
(RasGAP SH3-domain binding protein-1), um marcador de grânulos de estresse. Em 
células HeLa e NIH-3T3 (fibroblasto de camundongo), observou-se a presença de 
Caprin-1 em SGs após indução por ação de arsenito, na presença de G3BP1. De 
forma interessante, notou-se que quando Caprin-1 é superexpressa em células HeLa, 
induz a formação de SGs independentemente de G3BP1. Ao se avaliar os 
mecanismos pelos quais a superexpressão de Caprin-1 poderia estar induzindo a 
formação de SGs, observou-se que essa proteína induz a fosforilação de elF2α 
através dos seus domínios RGG box no C-terminal, aos quais também são 
importantes para se ligarem a específicos mRNAs. Adicionalmente, nesse mesmo 
estudo observou-se que o complexo Caprin-1/G3BP1 ligou-se seletivamente a 
mRNAs de c-Myc e CCND2 (cyclin D2), transcritos que codificam importantes 
proteínas relacionadas com a progressão da fase G1/S do ciclo celular. Observou-se 
que esses transcritos foram especificamente co-imunoprecipitados com a proteína 
endógena de Caprin-1 ou com o G3BP1 em relação aos controles. Logo, a indução 
de SGs após a superexpressão de Caprin-1 indica um importante papel dessa 
proteína, e possivelmente dos seus RNAs-alvos recrutados, na função desses 
grânulos59.  
No cérebro, inicialmente a proteína Caprin-1 foi identificada como uma RBP 
presente em Grânulos de RNA em dendritos dos neurônios do hipocampo, e por isso 
também ficou conhecida como RNG105. Nesse estudo, observou-se que Caprin-1 tem 
um importante papel na tradução local de específicos mRNAs com papéis na 
plasticidade sináptica em neurônios. Essa tradução local requer o transporte dos 
mRNAs do corpo celular para os dendritos, os quais são realizados dentro de Grânulos 
de RNA. Observou-se que Caprin-1 tem a capacidade de se ligar a esses mRNAs e 
reprimir a sua tradução em modelos in vitro e in vivo, com atuação dos seus domínios 
básicos da região N-terminal e de uma maneira independente de sequência56. 
Em um outro estudo realizado em sistema neuronal, observou-se também que 
Caprin-1 captura específicos mRNAs em partículas ribonucleoproteicas mensageiras 
(mRNPs) dentro de grânulos de RNA de transporte, e os leva para regiões localizados 
do neurônio para serem traduzidas em proteínas necessárias para o desenvolvimento 
de dendritos e na plasticidade sináptica59-61. No estudo realizado por Shiina et al 
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(2010) foi observado que em sistemas in vitro knockout de Caprin-1 resultam na falta 
de mRNAs relacionadas a via de Na+/K+ ATPase em regiões localizadas, levando a 
uma deficiência na formação dos neurônios. E em estudos in vivo knockout de Caprin-
1, levava a um defeito no desenvolvimento fetal de camundongos (que morre minutos 
depois por falhas respiratórias). O efeito da perda da função de Caprin-1 foi estudado 
também em cultura primária de neurônios derivadas de animais knockout. Essas 
culturas apresentaram um número reduzido, menor comprimento e menos 
ramificações de dendritos em comparação com os neurônios de tipo selvagem57. 
Em humanos, um recente estudo relatou uma mutação heterozigótica no gene 
de Caprin-1 em um paciente com transtorno do espectro autista (ASD). Nesse sentido, 
para estudar a relação causal da mutação em Caprin-1 com o fenótipo de ASD, um 
grupo de pesquisadores estudaram a influência da depleção de Caprin-1 sobre o 
comportamento de camundongos. Camundongos CAPRIN1+/- foram submetidos a 
uma bateria de ensaios comportamentais e observou-se uma redução na interação 
social e em respostas a novidades, como o interesse por objetos e ambientes novos. 
Bioquimicamente, observou-se uma reduzida distribuição do receptor de glutamato 
AMPA na região dendrítica de cultura primária do cortéx cerebral de camundongos 
com deficiência de Caprin-1 em relação aos animais selvagem63,64. A redução de 
receptores pareceu ser diretamente relacionada com a depleção de Caprin-1, o qual 
sabe-se que tem um papel importante no transporte de mRNAs para serem traduzidas 
em locais específicos. 
Em estudos iniciais do nosso grupo, buscamos caracterizar células HEK293T 
após a superexpressão de Caprin-1, a fim de avaliar a localização subcelular dessa 
proteína e confirmar a participação dessa em grânulos citoplasmáticos, assim como 
observado em trabalhos anteriores. Através de análises de imunohistoquímica, 
verificamos que a Caprin-1 superexpressa localiza-se predominantemente no 
citoplasma em comparação com o controle GFP. Observamos também que, 
diferentemente do controle GFP que apresenta uma expressão espalhada pela célula, 
a expressão de Caprin-1 se mostrou mais granular, sugerindo a formação de grânulos 
(Figura 3). A marcação DAPI, utilizada para visualizar o núcleo não pôde ser 
observada concomitantemente na microscopia confocal, pois o laser para essa 
excitação não estava disponível. 
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Assim, em face do papel estratégico de Caprin-1 em tecidos neuronais e 
principalmente, na indução da formação de SGs e como regulador do metabolismo de 
RNAs, buscamos investigar o papel dessa RBP em grânulos citoplasmáticos, com 
enfoque no grupo de RNAs-alvos que estão sendo regulados. 
3.4 Identificação dos RNAs ligados e regulados por uma RBP 
Sabe-se que RBPs normalmente têm centenas de RNAs-alvos, assim como 
várias RBPs podem coordenadamente regular um conjunto funcionalmente 
relacionado de mRNAs. A ligação de RBPs aos seus alvos depende tanto da estrutura 
secundária que os RNAs apresentam quanto de sequências curtas de nucleotídeos 
(motifs), que podem ser conservados ou degenerados. Nesse sentido, a identificação 
dos grupos de RNAs regulados assim como dos locais específicos de ligação de uma 
RBP é uma etapa importante para a compreensão inicial dos mecanismos de 
regulação65. 
Ademais, embora RBPs possam atuar de forma ampla na regulação dos 
transcritos, estudos nessa área têm relacionado a sua posição genômica de ligação 
com a sua função na regulação66-68. Sabe-se que a atuação de RBPs em regiões 
intrônicas é importante para a regulação de splicing10,69, e em regiões 5’UTR ou 3'UTR 
para localização, estabilização e/ou degradação70-72. Este conhecimento tem se 
Figura 3- Avaliação da localização celular da proteína Caprin-1 em relação ao controle GFP. Células HEK293T 
superexpressando Flag-Caprin-1 e o controle Flag-GFP foram analisadas por imunoistoquímica e obsevou-se que Caprin-1 é 
expressa predominantemente no citoplasma em comparação com o controle GFP. Além disso, observa-se um padrão granular 
nas células superexpressando Caprin-1, com a presença de pequenos grânulos (setas) em comparação com o controle. 
Figura gentilmente cedida pela Laura Alonso, aluna colaboradora desse projeto e apresentado em sua tese de mestrado 
intitulada “Caracterização do complexo proteico da RBP Caprin-1” (2015). 
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expandido nos últimos anos com o advento de técnicas bioquímicas e de 
bioinformática para análises de interação proteína-RNA69,73-75. 
Atualmente, as abordagens fundamentais utilizadas para a análise das 
interações proteína-RNA são o “RIP” e o “CLIP”. Estes se baseiam em passos de 
imunoprecipitação (IP) da RBP, seguidos da identificação dos RNAs ligados a 
proteína. 
O RIP-seq (RNA Immunoprecipitation followed by RNA-seq) envolve IP de uma 
RBP de interesse usando um anticorpo específico. Qualquer transcrito longo (>200 nt) 
ligado ao RBP pode ser isolado nesse IP. O RIP em si é uma técnica bioquímica 
clássica e não requer equipamentos sofisticados. Recentemente foi acoplada ao 
sequenciamento em larga escala ampliando a área de pesquisa de RNAs-alvos76. O 
CLIP-seq (Crosslinking Immunoprecipitation of RBPs followed by RNA-seq) é um 
método semelhante ao RIP, porém ela tem a vantagem de mapear os sítios de ligação 
da RBP aos mRNAs-alvo através da preservação in vivo dessas interações por 
irradiação de tecidos ou células vivas com luz ultravioleta (UV), a qual forma uma 
ligação covalente entre as duas77. 
Atualmente, estão disponíveis protocolos com variações de CLIP como HITS-
CLIP73, PAR-CLIP78 e iCLIP79, os quais produzem dados com pequenas variações de 
eficiência e de aplicação a diferentes perguntas biológicas. Dadas as grandes 
quantidades de dados gerados pelo sequenciamento, e geralmente dados que 
possuem ruídos e vieses, os protocolos diversificaram seus métodos para diminuir 
esses artefatos80. A técnica de CLIP foi utilizada com sucesso para identificar os alvos 
e os sítios de ligação de alguns RBPs em sistemas neuronais, tais como NOVA81, 
FMRP82, MBNL83 e RBFOX269. 
Desta forma, no nosso estudo, utilizamos essas abordagens para identificar o 
grupo de RNAs associados a Caprin-1 e os específicos sítios de ligação. Os resultados 
de RIP-seq e CLIP-seq combinados levarão a uma compreensão mais ampla da rede 
de regulação pós-transcricional de Caprin-1 em grânulos celulares. 
4 Justificativa e Objetivos 
Em 2012, o projeto Jovem Pesquisador foi aprovado com o objetivo de estudar a 
Rede de Regulação Pós-transcricional por Proteínas de ligação a RNA. Propôs-se 
caracterizar os complexos nos quais RBPs estão envolvidas, bem como identificar 
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seus RNAs-alvos e definir seus mecanismos de regulação.  
Por meio de análises de bioinformática, foi montado e anotado no nosso 
laboratório um banco de dados de aproximadamente 1200 RBPs. A partir desse 
banco, definimos um grupo pouco estudado de RBPs relacionados a neurobiologia e 
a processos de regulação de RNAs. Uma dessas proteínas foi a Caprin-1, com função 
ainda pouco conhecida na formação de grânulos citoplasmáticos e no papel de 
regulador do metabolismo de RNAs. 
4.1 Objetivo geral 
O presente estudo visou entender os eventos regulatórios promovidos pela 
proteína de ligação a RNA, Caprin-1, com enfoque no grupo de seus RNAs-alvos em 
grânulos celulares. 
4.2 Objetivos específicos 
1. Identificar o perfil de RNAs ligados a Caprin-1 em grânulos citoplasmáticos 
utilizando análises em larga escala em linhagem celular HEK293T. 
2. Identificar importantes transcritos co-imunoprecipitados com Caprin-1 através de 
análises in silico e validá-los por RT-PCR. 
3. Investigar a relação de proteínas interagentes co-imunoprecipitadas com o 
complexo de Caprin-1 por Western Blot. 
4. Avaliar os efeitos da superexpressão de Caprin-1 no transcriptoma de células 
HEK293T por RNA-seq. 
5. Avaliar possíveis mecanismos de atuação de Caprin-1 em grânulos celulares. 
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5 Delineamento experimental 
 
Figura 4- Design experimental dos objetivos dessa tese e dos resultados adicionais. 
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6 Metodologia detalhada 
6.1 Cultura celular 
Realizamos o cultivo e expansão de linhagem celular embrionária de rim humano 
(Human Embryonic Kidney 293T cells - HEK293T) de acordo com condições de cultivo 
descritos na literatura e indicadas no Quadro 1. Para a realização de passagens 
(repique celular), placas de cultura celular confluentes foram lavadas com tampão 
fosfato-salino 1X (PBS1X ou PBS 10mM - 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 
2mM KH2PO4), tripsinizadas com 0,25% Tripsina-EDTA (Gibco, Life Technologies, 
CA, USA) e ressuspendidas em meio de cultivo novo.   
Linhagem celular Condições de cultivo in vitro 
Condições de 
criopreservação 
HEK293T 
Meio DMEM1X-high glucose-GlutaMAX1X acrescido de 10% FBS 
e 1%PenStrep. Incubadas a 37°C com 5% de CO2. Subcultivo* a 
cada 2 dias. 
90% FBS e 10% DMSO** 
*Subcultivo: inclui passagem da cultura celular, contagem do número de células e avaliação da viabilidade celular. DMEM1X-high glucose-
GlutaMAX: meio Eagle modificado por Dulbeco (Dulbelcco´s Modified Eagle médium) fornecido por Gibco, Life Technologies, CA, USA, 
PenStrep: Penicilina e Streptomicina (50I.U./mL Penicilina e 50μg/mL Streptomicina), FBS: Soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum) da Gibco, 
Life Technologies, CA, USA, **DMSO: Dimetil sulfóxido (Dimethyl Sulfoxide) da Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA.  
6.2 Obtenção de vetores recombinantes 
Obtivemos os vetores pcDNA-Flag (pFLAG) e pcDNA-Flag-GFP (pF-GFP), os 
quais estão sendo usados como controles experimentais e de eficiência de 
transfecção (gentilmente cedidas pelo Laboratório do Prof Gene Yeo - UCSD). E para 
o estudo, usamos o pcDNA-Flag-CAPRIN1 (pF-CAPRIN1) gerado e confirmado 
anteriormente no laboratório pela aluna colaboradora do projeto, Laura Alonso. Para 
a clonagem utilizou-se a ORF do transcrito variante 1 do mRNA de Caprin-1 (RefSeq 
NM_005898) localizado no cromossomo 11 (34052421-34099367). E a fim de termos 
a variante mais longa e, portanto, a que continha todas os domínios da proteína de 
interesse, escolhemos a isoforma 1 (Consensus CDS Gene CCDS31453.1). Os 
mapas esquemáticos dos vetores recombinantes são exibidos na Figura 5.  
Quadro 1- Condições de cultivo e criopreservação das linhagens celulares. 
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6.3 Transformação e purificação dos vetores recombinantes 
Os vetores recombinantes obtidos foram transformados em cepas de bactérias 
E. coli DH5α competentes preparadas no laboratório. O protocolo de transformação 
adotado foi o choque térmico. O DNA plasmidial correspondente aos vetores 
recombinantes foi extraído empregando o kit QIAGEN Plasmid Midi (Qiagen®, 
Venlo, Netherlands) e de acordo com o fabricante. 
6.4 Validação dos clones de plasmídeos recombinantes  
A fim de validar as construções obtidas e verificar se os transformantes 
possuíam o inserto clonado corretamente, os plasmídeos foram digeridos com 
enzimas de restrição. Além disso, os clones de pF-CAPRIN1, gerados anteriormente 
no laboratório, foram checados por sequenciamento e alinhadas corretamente com 
sequências da ORF-CAPRIN1 depositadas no banco de dados do Centro Nacional de 
Informação Biotecnológica dos EUA (National Center for Biotechnology Information - 
NCBI). 
6.5 Teste da eficiência e otimização do protocolo de transfecção 
A fim de avaliarmos a porcentagem aproximada de células transfectadas em 
cultura, realizamos análise da detecção da fluorescência emitida pela proteína GFP 
por microscopia óptica e citometria de fluxo. As condições de transfecção utilizadas 
ao longo do estudo foram baseadas na constatação de eficiência de transfecção maior 
Figura 5- Representação esquemática dos vetores recombinantes utilizadas no estudo. A- Vetor pFlag-GFP de 6244bp. B- 
Vetor pFlag-CAPRIN1 de 7516bp. Mapas criados com o programa SnapGene®. 
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que 80% e adaptada de protocolo fornecido pelo fabricante do carreador lipossomal 
Lipofectamine® Transfection Reagente 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As 
condições otimizadas estão descritas na Tabela 1.  
 
 
6.6 Avaliação da expressão do mRNA de CAPRIN1 por RT-PCR e q RT-PCR  
Foram utilizados três poços da placa de 6-well para a transfecção transiente de 
cada um dos plasmídeos de pF-CAPRIN1, pF-GFP e do controle negativo sem 
transfecção. Após 48h, realizamos a extração de RNA total das células transfectadas 
e do controle sem transfecção. O método de extração adotado foi TRIzol® Reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Acrescentou-se clorofórmio para separar a solução 
em fase aquosa e orgânica, e o RNA foi precipitado com isopropanol e ressuspendido 
em água tratada com DEPC. Para purificação extra do RNA, tratamos 10μg de RNA 
extraído com a endonuclease RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Madison, WI, 
USA). Os procedimentos de checagem da qualidade do RNA extraído foram 
realizados, i.e., quantificação do RNA através da leitura da absorvância nos 
comprimentos de onda de 260nm e 280nm no espectrofotômetro NanoDrop2000® 
UV-Vis Spectrophotometer Thermo Fisher, Wilmington, DE, USA). Foram usados 
também géis de eletroforese para avaliar a integridade geral do RNA extraído. A 
transcrição reversa do RNA foi efetuada com a enzima ImProm-II™ Reverse 
Transcription (Promega, Madison, WI, USA), conforme instruções do fabricante. 
Detalhes das condições no Quadro 2. 
 
 
 
 
Tabela 1- Condições experimentais adotadas para transfecção dos vetores recombinantes de pF-CAPRIN1 e pF-GFP em 
células HEK293T. *qsp=quantidade suficiente para. 
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Propósito do experimento Componentes da reação Condições da reação 
MIX1: Obtenção da primeira 
fita de cDNA 
3 µg de RNA (0,5 µg/ µL); 0,5 µg de oligo 
d(T) 50µM (0,25 µg/ µL);  água DEPC1 para 
reação com volume final de 10 µL. 
Incubação 70ºC-5min. 
Bloqueio imediato 4ºC-5min 
MIX2: Transcrição in vitro 
utilizando reagentes do kit 
ImpromII2 
4,0 µl ImpromII 5X Reaction Buffer, 2,4 µl de 
MgCl2 25 mM, 1,0 µl dNTP3 10mM; ,3 µl 
ImProm-II Reverse Trascriptase (usar 1 µL 
para cada µg de RNA); água DEPC para 
reação com volume final de 20 µL. Adicionar 
os 10 µL do MIX1. 
Incubação 25ºC-5min (anelamento) 
Incubação 42°C-1h (extensão) 
Incubação 72°C-15min (inativação) 
Manter a 4°C~ (armazenar a -20°C) 
1DEPC- dietilpirocarbonato (Diethyl Pyrocarbonate)– inibidor de RNase, 2 ImProm-II™ Reverse Transcription (Promega, Madison, WI, 
USA), 3dNTPs (Denville Scientific Inc, Hadley Rd, SP, USA). 
 
 O cDNA diluído (1:4) foi amplificado via PCR de alvos moleculares específicos 
(i.e., o gene CAPRIN1) de acordo com as condições descritas no Quadro 3. Utilizou-
se o gene GAPDH como controle endógeno. 
Alvos e Iniciadores1 Componentes da reação Perfil de termociclagem 
CAPRIN1 
F: 5’-TGCTACAGAGCAACGACCAC-3’ 
R: 5’-AGGAAGGGATGATGATGCTG-3’ 
1X de Tampão de PCR 10X (750 mM 
Tris-HCl (pH 8.8 at 25°C), 200 mM 
(NH4)2SO4, 0.1% (v/v) Tween 20), 
3,0mM de MgCl2 25mM, 0,40mM de 
dNTP 10mM, 0,30µM de cada iniciador 
10µM, 1U de DNA Polimerase 
convencional 5U/µL2. Reagentes 
descritos em reação de volume final de 
25µL. 
94°C- 5min (1x); 95°C- 10s, 
60°C - 15s, 72°C- 15s (25-35x)3; 
72°C-10min; 4°C - ∞ GAPDH (controle endógeno) 
F: 5’-GAAGGCTGGGGCTCATTTG-3’ 
R: 5’-GGAGGCATTGCTGATGATCT-3’ 
1 Iniciadores sintetizados pela empresa Síntese Biotecnologia distribuidora da IDT Inc. (Integrated DNA Technologies), 2Taq DNA 
Polymerase (Thermo Fisher, Wilmington, DE, USA). 3Número de ciclagem variou para os alvos avaliados; GAPDH-25ciclos e CAPRIN1-35 
ciclos.  
Os iniciadores utilizados para amplificação do gene CAPRIN1 foram planejados 
com flanqueamento de íntrons para diferenciar expressão gênica da contaminação 
com DNA genômico. A especificidade foi confirmada por alinhamento ao genoma 
humano (UCSC Genome Browser tool) (Figura 6) e foi definido uma região curta de 
amplificação de tamanho único (97 bp).  
Adicionalmente, realizamos uma análise de Real-time para poder quantificar a 
expressão do mRNA de Caprin-1 após a superexpressão da proteína em relação ao 
controle. A detecção de amplificação em tempo real foi realizada no equipamento ABI 
PRISM® 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystem, Foster City, USA), 
utilizando o reagente Platinum® SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) e nas condições padrão de ciclagem. Realizamos a quantificação 
Quadro 2 - Condições experimentais da transcrição reversa para produção de cDNA das amostras de RNA extraídas de 
células superexpressando Caprin-1, GFP e controle. 
Quadro 3- Iniciadores, componentes e condições de termociclagem do experimento de RT-PCR para amplificação dos alvos 
de CAPRIN1 e GAPDH.  
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relativa da expressão gênica pelo método comparativo ou 2-ΔΔCt, a qual utilizamos 
como referência o nosso controle endógeno e o controle GFP foi o nosso calibrador 
(“amostra não-tratada”). 
 
6.7 Avaliação da superexpressão de Caprin-1 por Western Blot  
Foram utilizados três poços da placa de 6-well para a transfecção transiente de 
cada um dos plasmídeos de pF-CAPRIN1 e pF-GFP, além do controle negativo sem 
transfecção. Após 48h, as células foram submetidas à extração de proteínas totais 
para análise de expressão de Caprin-1 por Western Blot (WB). As células foram 
lisadas com Tampão RIPA 1X (Millipore, Billerica, MA, USA – 0,5M Tris-HCl, pH 7.4, 
1,5M NaCl, 2.5% deoxycholic acid, 10% NP-40, 10mM EDTA) adicionado de inibidor 
de protease 1X (Roche Applied, Indianapolis, IN, USA). A quantificação de proteínas 
foi feita com o kit de BCA Science Protein Assay Reagent (PierceTM BCA Protein 
Assay kit, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), como especificado pelo fabricante, 
em espectrofotômetro Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, 
Rockford, IL, USA) no comprimento de onda de 620nm. Os valores obtidos foram 
correlacionados com a curva padrão de BSA. Posteriormente, as proteínas foram 
aplicadas em gel de poliacrilamida a 10% (com 20µg de cada proteína por canaleta) 
e transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilidene (PVDF).  
Figura 6- Análise in silico dos iniciadores alinhados no genoma de CAPRIN1 (isoforma 1). Iniciadores alinhados às sequências 
do genoma humano (“Gencode Genes”) com o programa In-silico PCR alignment(s) (http://genome.ucsc.edu.). Montagem 
das capturas de tela do Genome Browser mostra os transcritos flanqueados pelos iniciadores de CAPRIN1 e os tamanhos 
correspondentes (todos irão gerar um produto de 97bp). A nossa sequência de expressão utilizada no plasmídeo corresponde 
a ORF (RefSeq NM_005898) mais longa, a qual contêm todos os domínios da proteína (CCDS 31453.1). 
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As membranas foram incubadas em anticorpos primários anti-FLAG (diluição 
1:10.000 por 2h) produzido em camundongo (ANTI-FLAG® M2 Monoclonal Antibody; 
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e anti-Caprin-1 (diluição 1:1.000 por 4h) produzido 
em coelho (Anti-Caprin-1 Polyclonal Antibody; ProteinTech, Chicago, IL, USA) para 
detectar a proteína de interesse. Além disso, utilizou-se o anticorpo primário anti-
GAPDH como controle de expressão constitutiva. Em seguida, incubamos com 
anticorpos secundários específicos para detecção no equipamento Odyssey CLx 
Infrared Imaging System (LI-COR® Biosciences, Nebraska, USA).  
6.8 RIP-seq: Imunoprecipitação e extração de RNA para o sequenciamento 
Células HEK293T superexpressando Caprin-1 e GFP foram lavadas com 
PBS1X e lisadas com tampão de lise (50mM Tris-HCl pH7.4, 1mM EDTA pH8.0, 
140mM NaCl 5M, 1% Triton100%, 1X inibidor de protease), específico para manter a 
interação proteína-RNA. O lisado de células foi coletado com a ajuda de um scraper, 
incubadas em gelo por 15min, e então, centrifugadas a 20.000xg por 20min a 4°C e o 
sobrenadante foi separado em um novo tubo. Ao sobrenadante foram adicionados 
15U de endonuclease RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Madison, WI, USA) e 600U 
de RNAse OUT Recombinant (Invitrogen, Life Technologies, CA, USA) e incubadas 
por 15min a 37°C e depois 5min no gelo. Transferiu-se todo o conteúdo do 
sobrenadante para tubo contendo as beads magnéticas anti-FLAG (Anti-FLAG® M2 
Magnetic Beads, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) previamente equilibradas em 
tampão de lise.  
Incubamos as beads magnéticas com o lisado proteico overnight a 4°C sob 
rotação.  Em seguida, utilizando-se uma estante magnética, realizaram-se várias 
lavagens com TBS-T 1X gelado de modo que proteínas inespecíficas não-ligadas as 
beads pudessem ser removidas. Em diferentes etapas do processo de 
imunoprecipitação foram retiradas alíquotas de amostras para controle (“INPUT” e 
“SOBRENADANTE”), para posterior checagem e validação por WB.  
Após as lavagens, procedeu-se com a extração do RNA ligado a proteína 
imunoprecipitada nas beads. O método de extração adotado foi por TRIzol® Reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Acrescentou-se clorofórmio para separar a solução 
em fase aquosa e orgânica. Com a estante magnética as beads foram separadas, 
ficando apenas a fase aquosa com o RNA. Esse foi precipitado com isopropanol e 
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glicogênio. Em seguida foram lavadas em etanol 75% e ressuspendido em água 
DEPC. Ao final, o RNA foi quantificado e 900ng de cada amostra foram enviados ao 
sequenciamento na plataforma Illumina TruSeq RNA Sample Prep v2 (Illumina, San 
Diego, CA, USA) no serviço terceirizado no Laboratório Central de Tecnologias de Alto 
Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD, UNICAMP, Campinas, SP, Brasil). O 
LaCTAD segue rigidamente os procedimentos descritos no protocolo do kit Illumina 
TruSeq RNA sample. Para as amostras de RIP não foi realizado o processo de 
purificação com beads oligo d(T), partiu-se diretamente da fragmentação do RNA e 
ligação de primers randômicos. 
6.9 RNA-seq: Preparação das amostras de RNA total para o sequenciamento  
O RNA total foi isolado a partir de células HEK293T superexpressando Caprin-1 
e o controle GFP, utilizando o TRIzol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de 
acordo com as instruções do fabricante. Para purificação extra do RNA, tratamos 20μg 
de RNA extraído com a endonuclease RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Madison, 
WI, USA). Um total de 4µg de RNA foi enviado ao sequenciamento na plataforma 
Illumina TruSeq RNA Sample Prep v2 (Illumina, San Diego, CA, USA). A qualidade e 
a pureza do RNA foram avaliadas por eletroforese em géis de agarose a 1,0% (dados 
não mostrados) e através do equipamento Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa 
Clara, CA, EUA), no qual as amostras consideradas apropriadas para o 
sequenciamento devem apresentar um valor de integridade do RNA (RIN) maior ou 
igual a 8.0. O serviço terceirizado realiza a análise da integridade, a construção da 
biblioteca de cDNA e o sequenciamento na plataforma Illumina TruSeq RNA Sample 
Prep v2 Kits (Illumina, San Diego, CA, USA). Resumidamente, o protocolo consiste na 
purificação das moléculas de mRNA através da cauda poli-A, utilizando beads 
magnéticas ligadas a oligos d(T). Fragmentação da fita de RNA para 
aproximadamente 100-300pb e ligação de primers randômicos. Síntese da primeira 
fita de cDNA, realizada através da transcrição reversa dos fragmentos de RNA 
clivados anteriormente. Ligação de adaptadores com múltiplos índex à uma das 
extremidades do cDNA (single-end) e enriquecimento dos fragmentos de cDNAs via 
PCR. 
6.10 Análise dos dados do sequenciamento em larga escala 
Para a preparação das oito bibliotecas de cDNA (uma biblioteca de RIP Caprin-
32 
 
 
Perfil de RNAs ligados a Proteína Caprin-1 
1, uma biblioteca de RIP GFP e triplicatas de superexpressão de Caprin-1 e GFP), 
utilizou-se uma flow cell do sequenciador Illumina TruSeq RNA em uma corrida single-
end e de sequências de 100 pb. 
Os dados do sequenciamento recebidos foram analisados em colaboração com 
a equipe de bioinformática do Laboratório, o pós-doutorando Michael T. Lovci e o 
aluno de mestrado Felipe E. Ciamponi. Para executar as análises de sequenciamento, 
eles utilizaram a plataforma GALAXY (http://galaxyproject.org/)84, a qual já 
disponibiliza softwares livres para uso e que estão acopladas a pacotes em R em 
Python já estabelecidos e disponibilizados publicamente. Na Figura 7, estão 
esquematizadas as sequências de análises de bioinformática realizadas para RIP e 
RNA-seq. 
A 
 
B  
 
Figura 7-  Fluxograma que mostra os passos utilizados para 
as análises dos dados obtidos do sequenciamento em larga 
escala. A- RIP-Seq. B- RNA-seq. 
6.10.1 Checagem da qualidade das sequências 
Os reads obtidos foram tratadas com o script CutAdapter version 1.6, para 
eliminar as sequências dos adaptadores Illumina. As sequências também tiveram sua 
qualidade analisada pela ferramenta FastQC v0. 11.485, que fornece um conjunto de 
análises (reports) para cada biblioteca e diagnostica qualquer tipo de problema 
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originado na etapa da sua construção, ou mesmo na etapa de sequenciamento. Após 
a verificação da qualidade dos reads, as regiões de baixa qualidade foram removidas. 
Desse modo, os reads remanescentes desse processo de limpeza formaram o 
conjunto de dados utilizados na etapa de alinhamento. 
6.10.2 Mapeamento dos reads 
Com o software Tophat versão 2.1.086 procedeu-se o alinhamento local dos 
reads no genoma humano de referência (release hg38, Dezembro de 2013/GRCh38). 
Foram utilizados os parâmetros padrões do software para alinhamentos single-end, 
com exceção do tipo para local ultrassensível (very-sensitive local aligment). 
6.10.3 Contagem dos reads  
Para a contagem dos reads, utilizamos o arquivo gerado com os hits aceitos 
pelo alinhador (ou seja, apenas os reads que foram mapeadas com sucesso em um 
único local do genoma). Esse arquivo, em formato BAM (Binary Sequence 
Alignment/Map), foi então utilizado para os processos subsequentes. Utilizamos a 
normalização de RPKM (Reads Per Kilobase per Million) para TPM (Transcripts Per 
Million) para os reads de RIP-seq e o script htseq-count (deseq2-count) para realizar 
a contagem de reads do RNA-seq alinhadas por gene. A unidade RPKM foi 
padronizada para o sequenciamento single-end, na qual cada read corresponde a um 
único fragmento que foi sequenciado. 
6.10.4 Análise do enriquecimento de RNAs-alvo de Caprin-1 no RIP-seq 
Para avaliar os RNAs-alvos enriquecidos no RIP-seq em Caprin-1, 
primeiramente avaliamos a abundância dos transcritos na amostra. Para isso, 
quantificamos as amostras utilizando o script rpkmforgenes.py, de modo a obter os 
valores de expressão em RPKM (reads per kilobase per million) e em seguida 
convertemos estes para a unidade TPM (transcripts per million), de modo a obter uma 
abundância relativa dentro da biblioteca. Selecionamos então os genes que 
representavam ao menos 0,01% da biblioteca total de RNA para análises mais 
aprofundadas, utilizando o software RIPSeeker87. Dentre os genes selecionados por 
abundância, selecionamos transcritos potencialmente relevantes e que 
demonstravam maior significância nos picos associados, em relação as amostras 
controle de RNA-seq (Caprin-1) e RIPSeek (GFP). Estes transcritos foram então, 
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considerados possíveis candidatos de ligação a Caprin-1 e avaliados por RT-PCR. 
6.10.5 Análise dos genes diferencialmente expressos no RNA-seq  
Utilizamos os pacotes DESeq2 versão 1.6.388 para a identificação dos genes 
diferencialmente expressos (DE; alterados ao nível de gene). Basicamente, esses 
pacotes realizam a normalização dos dados para comparar as amostras com maior 
acurácia, calculam os níveis de expressão e, finalmente, realizam os testes 
estatísticos para verificar as diferenças de expressão. Para a filtragem dos genes DE, 
considerou-se um p-valor menor ou igual a 0,05. A significância estatística foi 
determinada considerando o p-valor ajustado para múltiplos testes pela metodologia 
FDR (False Discovery Rates). Foram aceitos valores com FDR < 1%. Por fim, para a 
determinação dos genes DE, transformamos os valores de expressão em log2 Fold-
change e usamos esses dados para a construção dos gráficos e tabelas de resultados, 
no software R versão 3.0.2.  
6.10.6 Análise de enriquecimento de classes funcionais 
Os transcritos identificados foram analisados do ponto de vista funcional, 
usando a ferramenta PANTHER (Protein Analysis THrough Evolutionary 
Relationships; http://www.pantherdb.org/). Essa ferramenta realiza a anotação 
funcional dos transcritos, permitindo a identificação das classes funcionais por 
similaridade através da associação com os termos oriundos do Gene Ontology 
(http://geneontology.org/).  
Para as categorias de transcritos enriquecidos no IP de Caprin-1, realizamos a 
classificação funcional dos transcritos que correspondem a pelo menos 1% do total 
da biblioteca de RIP-seq, e avaliamos as classes que pertencem de acordo com a 
função molecular e o componente celular envolvido. As categorias dos genes DE 
foram visualizadas de acordo com a função molecular e o processo biológico 
envolvido. Para a seleção dos genes DE, realizamos um ranqueamento dos 
transcritos e analisamos apenas os “top-targets”, i.e., foram considerados os 500 
genes DE que apresentaram as maiores razões de expressão (Log2-Fold-change) em 
valores positivos (“up-regulated”) e negativos (“down-regulated”), definidos com base 
na expressão diferencial encontrada nas etapas anteriores.  
Nesse tipo de análise, a ferramenta usa a estatística binomial para comparar a 
lista de genes dada com uma lista referência (genoma humano) e determinar 
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estatisticamente a representação (sobre ou sub-) desses genes nas categorias na 
classificação PANTHER. Assim, pudemos avaliar as categorias que foram 
enriquecidas na nossa lista através da divisão com o número de categorias 
normalmente esperadas para o genoma humano. 
6.11 Validação dos dados de RIP-seq por RT-PCR 
6.11.1 Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores (Primers) 
Os primers utilizados neste trabalho (Tabela 2) foram baseados em sequências 
descritas na literatura, para 18S e 28S rRNAs, e para os outros, foram desenhados 
utilizando-se o programa Primer Express v3.0 (disponível na web pelo endereço 
eletrônico frodo.wi.mit.edu/primer3/). Os principais parâmetros definidos para o 
desenho foram: tamanho dos fragmentos amplificados entre 75-180 bp, tamanho dos 
primers entre 18-22 bases, conteúdo CG entre 50-60%, evitar regiões com longas 
repetições de bases individuais (>4), ausência de capacidade de formação de dímeros 
ou de estrutura secundária e temperatura de anelamento entre 58-60°C, de acordo 
com o algoritmo Nearest Neighbor (Breslauer et al., 1986). Todos os primers foram 
desenhados em éxons consecutivos, para evitar a possibilidade de contaminação com 
DNA genômico. A especificidade de cada primer foi verificada através do BLAT e nos 
programas in silico no site da UCSC Genome Browser. Os primers foram sintetizados 
pela IDT Inc. (Integrated DNA Technologies Coralville, IA, USA).  
 
6.11.2 Validação dos alvos de RIP-seq por PCR semi-quantitativo 
 PCR semi-quantitativo 
Gene Description
Product 
size (bp)
F: GTAACCCGTTGAACCCCATT
R: CCATCCAATCGGTAGTAGCG
F: CTAAATACCGGCACGAGACC
R: TTCACGCCCTCTTGAACTCT
F: TCAGGGCCAGTGCATATTAG
R: TGGAACCTTGCTACCACCTC
F: GATCTGGTGCTGTCCAAACC
R: GAGGTCTCGCATGGAATTTG
F: GGACATCCAACCCTACATGC
R: AGGTAATTCATGGCCAGAGG
F: TGCTACAGAGCAACGACCAC
R: AGGAAGGGATGATGATGCTG
F: GAAGGCTGGGGCTCATTTG 
R: GGAGGCATTGCTGATGATCT
18s rRNA RNA, 18S ribosomal 5 151
28s rRNA RNA, 28S ribosomal 5 88
CCND2 cyclin D2 105
CAPRIN1 Cell cycle associated protein 1 97
NKRF NFKB repressing factor 109
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 136
NPM1 nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) 141
Sequence (5'->3')
Tabela 2- Informações gerais dos primers utilizados para avaliação da expressão de genes em experimentos RT-PCR semi-
quantitativo. São mostrados o nome do gene, descrição, sequência dos oligonucleotídeos e tamanho do produto esperado. 
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Para realizar a validação dos alvos de RNA co-imunoprecipitados com o 
complexo de Caprin-1, foram repetidas triplicatas biológicas de RIP (detalhado 
anteriormente). O RNA final extraído e purificado do complexo de Caprin-1 foi 
submetido a transcrição reversa com o kit SuperScript III Strand Synthesis MIX 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), segundo as recomendações do fabricante. Detalhes 
das condições experimentais no Quadro 4. 
Propósito do experimento Componentes da reação Condições da reação 
MIX1: Obtenção da primeira 
fita de cDNA 
1 µg de RNA controle e 8uL do RNA 
Imunoprecipitado e eluído em um volume total de 
20µL; 1µL de oligo d(T) (0,25 µg/ µL); 1µL 
random hexamers (50ng/µL); 1µL dNTP3 
(10mM);  água DEPC1 para reação com volume 
final de 13µL. 
Incubação 65ºC-5min. 
Bloqueio imediato 4ºC-5min 
MIX2: Transcrição in vitro 
utilizando reagentes do kit 
Super Script III 
4,0µl 5X First Strand Reaction Buffer, 1µl de 
DTT 0,1M, 1,0µL RNase OUT (40U/ µL); ,1µl 
SuperScript III RT enzima (200U/µL); para 
reação com volume final de 7µL. Adicionar os 13 
µL do MIX1. 
Incubação 25ºC-5min (anelamento) 
Incubação 50°C-1h (extensão) 
Incubação 72°C-15min (inativação) 
Manter a 4°C~ (armazenar a -20°C) 
 
Na sequência, realizamos a PCR nas condições descritas no Quadro 5, para 
avaliar a expressão de cada transcrito e estimar semi-quantitativamente a presença 
dos alvos nas amostras coletadas (RIP de Caprin-1 e de GFP, além dos controles). 
Realizamos uma diluição 1:3 do cDNA e utilizamos 2µL de cada amostra. Utilizou-se 
o cDNA de células HEK293T como controle do experimento e água como controle 
negativo. Os produtos da reação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 
2,5% em tampão TAE1X, corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) e visualizados em fotodocumentador sob a luz UV. 
Utilizamos o software Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/) para realizar uma 
análise semi-quantitativa através da leitura por densitometria óptica das bandas do 
gel. O Image J faz leitura da densitometria das bandas obtidas, contando cada 
microponto de tonalidade escura na foto. O programa gera uma curva, cujos picos 
representam as regiões de maior densidade óptica e, portanto, as regiões que 
apresentam bandas. Então, deve-se isolar este pico com as ferramentas adequadas 
oferecidas pelo programa, e obter o valor numérico de cada pico (o programa utiliza 
equações integrais simples para transformar os picos em valores). A partir destes 
Quadro 4 - Condições experimentais da transcrição reversa para produção de cDNA dos RNAs co-imunoprecipitados com 
Caprin-1 e controles. 
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valores obtidos, realizamos as análises semi-quantitativas e estatísticas.  
Componentes da reação Perfil de termociclagem 
1X de Tampão de PCR 10X (750 mM Tris-HCl (pH 8.8 at 25°C) +200 mM (NH4)2SO4, 
0.1% (v/v) Tween 20); 3,0mM de MgCl2 25mM; 0,40mM de dNTP 10mM; 0,30µM de 
cada primer 10µM; 1U de DNA Polimerase convencional 5U/µL1. 
Reagentes descritos em reação de volume final de 25µL. 
Ciclagem adotada 
94°C- 5min (1x); 95°C- 10s, 
60°C - 15s, 72°C- 15s (40x); 
72°C-10min; 4°C - ∞ 
1Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher, Wilmington, DE, USA).  
6.11.3 Validação de proteínas interagentes de Caprin-1 por Western Blot 
Para investigar a relação de proteínas interagentes co-imunoprecipitadas com 
o complexo de Caprin-1, realizamos a lise proteica de células HEK293T 
superexpressando Caprin-1 e GFP com tampão de lise (50mM Tris-HCl pH7.4, 1mM 
EDTA pH8.0, 140mM NaCl 5M, 1% Triton100%, 1X inibidor de protease). Seguida da 
IP de 1mg de proteína total por meio de beads magnéticas conjugadas com o 
anticorpo anti-FLAG sob rotação overnight a 4°C. Após a ligação de Caprin-1 às 
beads, realizamos várias lavagens com TBS-T 1X para que não restassem resíduos 
de detergente e proteínas inespecíficas ligadas às beads. Em diferentes etapas do 
processo de IP foram retiradas alíquotas de amostras para controle (“INPUT” e 
“SOBRENADANTE”) e uma alíquota de cada foi utilizada para correr no gel de 
poliacrilamida e transferida para a membrana de PVDF.  
O WB foi realizado como descrito anteriormente e as membranas foram 
incubadas com os anticorpos primários anti-FLAG (ANTI-FLAG® M2 Monoclonal 
Antibody; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), anti-RPS3 (diluição 1:1000, overnight) 
produzido em coelho (ANTI-RPS3 Polyclonal Antibody (GTX103964), GeneTex, 
Inc., Irvine, CA, USA) e anti-hnRNPC1/C2 (diluição 1:2000) produzido em 
camundongo (ANTI-hnRNPC1/C2 Monoclonal Antibody (sc-32308), Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA). Todos os anticorpos secundários utilizados 
eram específicos para detecção no equipamento Odyssey CLx Infrared Imaging 
System (LI-COR® Biosciences, Nebraska, USA).  
Quadro 5- Componentes e condições de termociclagem do experimento de PCR semi-quantitativo para amplificação dos alvos 
de Caprin-1 e controles dos experimentos de RIP.  
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7 Resultados 
7.1 Validação dos vetores recombinantes de superexpressão 
Inicialmente, realizamos a verificação dos clones de plasmídeos gerados 
anteriormente no laboratório e cedidos por grupos colaboradores através da digestão 
enzimática de checagem (Figura 8). Utilizando-se a enzima com sítio único de corte, 
NheI, obteve-se linearização dos plasmídeos de pFLAG e pFlag-GFP (controles 
experimentais). Os tamanhos estão de acordo com as construções realizadas, com o 
plasmídeo de pF-GFP (6244bp) maior do que o plasmídeo de pFLAG (5455bp). O 
plasmídeo de pF-CAPRIN1 (amostras em duplicata) foi digerido com uma enzima 
(BamHI) para linearizar o plasmídeo circular (7516bp), como também utilizaram-se 
duas enzimas (BamHI e XhoI) para liberar o inserto de 2133bp do vetor que passa a 
apresentar 5383bp.  
 
7.2 Extração de RNA e avaliação da expressão de mRNA de CAPRIN1 por RT-
PCR 
Para verificar se houve a expressão gênica de CAPRIN1 após o protocolo de 
transfecção transiente, realizamos uma análise preliminar da expressão do mRNA por 
Figura 8- Eletroforese em gel de agarose para avaliação dos plasmídeos recombinantes utilizados no estudo. Digestão 
enzimática do vetor pcDNA3.1 e liberação de ORF-CAPRIN1 com as enzimas BamHI e XhoI. Os vetores recombinantes 
pFLAG e pF-GFP foram digeridas apenas com NheI para linearização do plasmídeo. M- Marcador de peso molecular de 1 Kb 
(Thermo Fisher, Wilmington, DE, USA).  
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RT-PCR. Inicialmente, avaliamos a integridade do RNA total extraída das células 
HEK293T transfectada com a construção de pF-CAPRIN1 e controles em gel de 
agarose 1% (dados não mostrados). As amostras estavam íntegras com bandas 
ribossomais definidas (28S e 18S), e a banda de 28S apresentando aproximadamente 
o dobro de intensidade da banda 18S. Além disso, para garantir que o RNA esteja 
isento de contaminação por DNA, realizamos o tratamento com DNase dessas 
amostras (Figura 9). 
 
 
Na sequência, realizamos a transcrição reversa para obtenção dos cDNAs. E 
com os primers descritos anteriormente, o alvo de CAPRIN1 foi amplificado por PCR 
e analisado em gel de agarose (Figura 10). Como esperado, apareceram bandas em 
todas as condições, visto que, CAPRIN1 é normalmente expressa nessas células. 
Observou-se uma leve diferença entre a superexpressão e a expressão endógena em 
células HEK293T em níveis de mRNA, o que pode ser devido ao número de ciclos 
excedente, o que levou a saturação da reação (fase de platô) e/ou a necessidade de 
ajustes nas condições da PCR.  
Figura 9- Eletroforese em gel de agarose para avaliação do RNA extraído após tratamento com DNase. 10μg de RNA de 
todas as amostras do experimento realizado em triplicata, pF-CAPRIN1, pF-GFP, HEK293 (s/ transfecção) (amostras 
enviadas ao sequenciamento) foram tratadas. Observa-se as duas bandas de RNAs ribossomais (28S e 18S) e nenhuma 
banda de contaminação por DNA. Utilizou-se mistura de 1μg de RNA tratado e previamente desnaturado a 85°C por 5’ e 
rapidamente esfriado em gelo para análise no gel. M – Marcador de 1 Kb (Thermo Fisher, Wilmington, DE, USA). 
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Porém, ao se realizar a análise quantitativa da expressão de mRNAs de Caprin-
1 por real-time, observamos uma significativa expressão aumentada de CAPRIN1 em 
relação ao controle GFP, como esperado (Figura 11).  
 
7.3 Avaliação da expressão endógena e ectópica da proteína Caprin-1 por WB 
Para confirmar a expressão proteica de Caprin-1 e controles, em 48h após a 
transfecção, as proteínas totais das células transfectadas foram extraídas. A 
superexpressão de Caprin-1 foi detectada por meio de WB com o uso de anticorpos 
endógenos para Caprin-1 (Figura 12- bandas vermelhas) e anticorpos anti-FLAG 
(Figura 12 – bandas verdes). 
 Utilizando o anticorpo α-CAPRIN1, podemos ver a expressão endógena da 
proteína nas células pFlag-GFP e HEK293T (sem transfecção) e confirmar a 
Figura 10- Avaliação da expressão de mRNAs de Caprin-1 (97 bp) por RT-PCR. Observa-se a expressão de CAPRIN1 em 
todas as condições de estudo, como esperado. E uma leve superexpressão do transcrito nas amostras transfectadas com 
pF-CAPRIN1. Amplificação do gene GAPDH (136bp) foi usada como controle de expressão na RT-PCR. Cont- - controle 
negativo da reação de PCR.  M – Marcador de 1 Kb (Thermo Fisher, Wilmington, DE, USA). 
Figura 11- Avaliação da expressão de mRNAs de Caprin-1 (97 bp) por Real-Time PCR. Confirmação da superexpressão de 
mRNAs de Caprin-1 nas amostras transfectadas com pF-CAPRIN1 em relação ao controle GFP através de análises por real-
time. Amplificação do gene PPIH foi utilizado como normalizador na análise por qRT-PCR. 
41 
 
 
Perfil de RNAs ligados a Proteína Caprin-1 
superexpressão de Caprin-1 (p-Flag-CAPRIN-1; 130kDa) nas amostras com 
expressão ectópica em relação a expressão endógena. E essa mesma 
superexpressão também foi confirmada com o anticorpo α-FLAG, a qual detecta 
apenas o transgene de pF-CAPRIN1. O controle do estudo, Flag-GFP, também foi 
detectado no peso esperado (26kDa) com o anticorpo α-FLAG.  
 
7.4 Avaliação das amostras de RIP-seq e RNA-seq enviadas ao 
sequenciamento  
7.4.1 RIP-seq: Checagem da imunoprecipitação do complexo Proteína-RNAs 
Para confirmar a especificidade da imunoprecipitação no protocolo de RIP, 
utilizamos o anticorpo anti-FLAG e avaliamos o enriquecimento das proteínas no IP 
por WB em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 10% (Figura 13-A). Avaliamos 
uma alíquota do lisado anterior a imunoprecipitação (“Input”), das “Beads” fervidas 
após a eluição, do “Sobrenadante” resultante da lavagem após a imunoprecipitação 
(para ver as proteínas que não se ligaram as beads) e do “IP” (que é a amostra de 
interesse). No WB as proteínas foram detectadas no tamanho esperado para cada 
condição. Devido à grande quantidade de proteína superexpressa, notamos que a 
Figura 12- Western Blot para checagem da superexpressão proteica de Caprin-1 (~130kDa) acoplada ao epítopo FLAG e 
expressão endógena. A expressão endógena de Caprin-1 foi detectada com anticorpo anti-CAPRIN1(bandas em vermelho) 
nas triplicatas de pFlag-GFP e amostras s/ transfecção, com a confirmação da superexpressão na triplicata pFlag-CAPRIN-
1. Com o anticorpo anti-FLAG (bandas em verde) a expressão ectópica de Caprin-1 e GFP.  A detecção de GAPDH é o 
loading control (36kDa). Utilizamos 20 µg de proteínas totais por canaleta em triplicatas biológicas. Detecção no equipamento 
Odyssey CLx Infrared Imaging System (LI-COR® Biosciences, Nebraska, USA). 
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eficiência do IP não foi 100%, visto que ainda se observa um restante de proteínas de 
interesse no sobrenadante e ligada às beads, porém pudemos confirmar o sucesso 
do IP e dar prosseguimento às análises.  
Realizamos também uma avaliação do RNA extraído após o RIP. Aplicamos no 
gel de agarose, uma alíquota de RNA (0,5μg) obtida pós-imunoprecipitação para 
checar se haviam RNAs ligados a Caprin-1. Como esperado, observamos um maior 
enriquecimento de RNAs no IP de amostras em Caprin-1 quando comparadas ao 
controle GFP (Figura 13-B). 
 
7.4.2 RNA-seq: Checagem da integridade do RNA enviado ao sequenciamento 
A pureza e a integridade do RNA extraído para o experimento de RNA-seq foi 
avaliada por eletroforese em gel de agarose (dados não mostrados) e através do 
Bioanalyzer 2100. Como podemos observar na Figura 14, as amostras de pF-
CAPRIN1 (triplicatas) e pF-GFP (triplicatas) estavam com alta qualidade, padrão bem 
definido de bandas de RNA ribossomais e valor de RIN acima de 9. Os respectivos 
valores de RIN são calculados a partir de um algoritmo que leva em consideração as 
razões de massa 28S:18S dos rRNAs extraídos. 
Figura 13- Avaliação do experimento de RIP. A- WB para confirmar a imunoprecipitação do complexo RNA-proteína e dos 
controles realizados. As amostras Flag-CAPRIN1 e Flag-GFP foram imunoprecipitadas com beads magnéticas conjugadas 
com o anticorpo anti-FLAG. Nas amostras imunoprecipitadas (“IP”), detectamos a proteína CAPRIN1 e GFP nos tamanhos 
esperados. B- Eletroforese em gel de agarose 1% para análise dos RNAs extraídos das beads magnéticas após 
imunoprecipitação. Vemos mais RNAs enriquecidos na imunoprecipitação de Caprin-1 quando comparadas com o controle 
GFP. 
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Figura 14-  Checagem da integridade e qualidade das 
amostras enviadas para o sequenciamento. Padrão 
de bandas do RNA total de células 
superexpressando FLAG-CAPRIN1 (triplicatas) e 
FLAG-GFP (triplicatas) avaliadas no equipamento 
Agilent Bioanalyzer 2100.Todas as nossas amostras 
apresentaram bandas de RNA ribossomais íntegras 
e com um valor de RIN maior que 9. 
 
7.5 Avaliação da qualidade das sequências e anotação dos reads do 
sequenciamento 
Foram enviadas oito bibliotecas para o sequenciamento, sendo, duas 
bibliotecas para avaliar os transcritos co-imunoprecipitados com Caprin-1 e GFP (RIP-
seq), e seis delas direcionadas para análise do transcriptoma de células HEK293T 
superexpressando Caprin-1 e GFP (RNA-seq).  
Utilizando a ferramenta FastQC, avaliamos a qualidade inicial das bibliotecas 
em relação a diferentes parâmetros de qualidade de sequenciamento, como "GC 
content", "per base sequence quality", "per sequence quality score", “per base N 
contente”, "sequence length distribution” e etc. O relatório FastQC mostrou que a 
maioria das sequências lidas tiveram scores de alta qualidade (QC≥30). No caso 
específico de "per sequence GC content", todas as bibliotecas exibiram uma 
distribuição do tipo normal com picos em torno de 47~51% "mean GC content (%)", 
que corresponde à distribuição teórico calculado com base na média %GC no genoma 
humano. Na Figura 15, exemplificamos alguns parâmetros avaliados para as 
bibliotecas de RIP de Caprin-1 (Figura 15-A) e GFP (Figura 15-B). Nota-se que as 
bases das extremidades da sequência tiveram uma qualidade menor, isso é normal 
para a maioria das plataformas, pois a qualidade é menor no início e no final da 
corrida. Após a filtragem, apenas os reads de alta qualidade foram considerados na 
etapa do mapeamento.  
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O sequenciamento de larga escala teve uma cobertura de reads com uma 
qualidade média de aproximadamente 90% para as oito bibliotecas. Somando todos 
os reads obtidos da flowcell, foram gerados aproximadamente 222 milhões de reads 
de 100pb (single-end), das quais um total de 33.015.893 milhões de reads são do RIP-
seq de Caprin-1 e apenas 12.798 mil de GFP. Como esperado, as bibliotecas do 
controle negativo de imunoprecipitação RIP GFP apresentaram uma quantidade muito 
baixa de reads, correspondendo a apenas 0,04% das sequências obtidas em RIP 
Caprin-1. O enriquecimento de reads em RIP de Caprin-1 sugere um número 
considerável de transcritos ligados e/ou regulados por essa RBP. Além disso, um total 
de 117,4 milhões de reads foi proveniente das amostras de RNA-seq de Caprin-1 e 
71,5 milhões das amostras de RNA-seq de GFP. 
Utilizando o TopHat2 (tipo: very-sensitive local aligment) para alinhar os reads 
no genoma humano, obtivemos uma eficiência de alinhamento de sequências 
mapeadas, em média, de 97% para a biblioteca de RIP-seq e 83% para as bibliotecas 
Figura 15- Diferentes parâmetros de qualidade avaliados pela ferramenta FastQC. Exemplificamos três parâmetros 
usualmente visualizados, i.e., qualidade por base, qualidade por scores e conteúdo GC das amostras de RIP. A- Avaliação 
da biblioteca de RIP de Caprin-1. B- Avaliação da biblioteca de RIP de GFP.  
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de RNA-seq de Caprin-1. Considerando a eficiência de mapeamento para as amostras 
controle, obtivemos 53% para a biblioteca de RIP-seq e 92% para as três bibliotecas 
de RNA-seq de GFP. Os resultados do sequenciamento e do alinhamento dos reads 
de cada biblioteca estão detalhados na Tabela 3.   
Biblioteca 
Número total 
de reads 
%Bases 
com QC≥30 
Mapeadas no 
genoma de 
referência 
Não 
mapeadas no 
genoma de 
referência 
%Mapeadas 
Amostras de RNA extraídas após a IP (RIP-seq) 
Caprin-1_RIP 33.015.893 90,73 32.170.558 845.335 97,44 
GFP_RIP 12.798 77,78 6.753 6.045 52,77 
Amostras de RNA total enviadas para o RNA-seq 
CAPRIN1_1 43.142.361 91,35 41.701.781 1.440.580 96,66 
CAPRIN1_2 41.329.478 91,91 22.566.194 18.763.284 54,60 
CAPRIN1_3 32.834.703 91,55 31.811.824 1.022.879 96,88 
GFP_1 31.980.759 91,09 29.195.100 2.785.659 91,29 
GFP_2 16.946.857 90,69 15.551.771 1.395.086 91,77 
GFP_3 22.514.756 90,56 20.715.411 1.799.345 92,01 
7.6 Identificação dos RNAs co-imunoprecipitados com Caprin-1 
Inicialmente decidimos avaliar os resultados de sequenciamento em larga 
escala de uma maneira global, a fim de verificar se os experimentos e condições 
diferenciais se agrupavam adequadamente. Utilizamos a Análise de Componentes 
Principais (Principal Component Analysis - PCA) para comparar os dados de RIP-seq 
de Caprin-1 (azul) com relação ao RNA-seq de CAPRIN1 (rosa) e GFP (verde) (Figura 
16-A). Podemos observar pelo gráfico de PCA que o PC1 explica 62,26% da variação 
e separam as triplicatas de RNA-seq de CAPRIN1 e GFP das amostras de RIP-seq 
de Caprin-1 (PC1- eixo x). A componente principal é o arranjo que melhor representa 
a distribuição dos dados, ou seja, é responsável pela maior variância possível. Já o 
PC2 explica 15,34% da variação e mostra que os grupos de RNA-seq de CAPRIN1 e 
GFP se agrupam de acordo com cada condição específica, i.e estão se comportando 
de maneira diferente, como esperado (eixo y).  
Os dados obtidos do sequenciamento do RIP mostram como esperado, à baixa 
quantidade de reads obtidas do RIP de GFP e uma quantidade considerável de reads 
Tabela 3- Número de reads obtidas, porcentagem de reads com qualidade acima de 30 e número de reads mapeadas, 
utilizando o software TopHat2 de cada biblioteca enviada ao sequenciamento. 
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no RIP de Caprin-1 (Tabela 3 - Número total de reads), como descrito anteriormente. 
Para as análises de bioinformática, utilizamos o controle de RIP GFP para normalizar 
as contagens de reads de RIP de Caprin-1 (Counts RIP Caprin-1 – Counts RIP GFP), e na 
sequência, calculamos o RPKM de todos os transcritos detectados somente no 
sequenciamento de RIP de Caprin-1. Convertemos os valores de RPKM para a 
unidade de TPM, e então avaliamos a abundância relativa dos transcritos nessa 
biblioteca. Ao converter a unidade para TPM, a soma de todas as TPMs em cada 
condição é a mesma, isso faz com que seja mais fácil de comparar a abundância de 
reads mapeadas em um gene para cada amostra, mostrando assim o seu 
enriquecimento dentro da biblioteca avaliada.  
7.6.1 Enriquecimento de RNAs ribossomais e mRNAs que codificam proteínas 
associadas ao complexo RNP e ao complexo traducional 
Para avaliar a abundância dos transcritos, selecionamos àqueles que 
representavam ao menos 0,01% da biblioteca total de RIP de Caprin-1 (i.e., aqueles 
que apresentavam pelo menos 100TPM). Dentro dessa classificação, foram 
agrupados 550 transcritos enriquecidos na biblioteca de Caprin-1. Realizamos uma 
classificação funcional com esse grupo e como podemos observar na Figura 16-B, 
houve um enriquecimento de 63% de transcritos classificados como rRNAs, 23% de 
genes codificantes de proteínas (“Protein-coding”) e 14% que representam vários 
RNAs pequenos, longos entre outros. Notamos assim que houve um enriquecimento 
de 77% de RNAs funcionais, i.e., aqueles RNAs que não são traduzidos em 
polipeptídeos e que possuem papéis funcionais em uma variedade de processos 
celulares (e.g., rRNA, tRNA, miRNA, snRNA etc).  
Em relação aos 23% de genes codificantes, buscamos avaliar a distribuição 
funcional desses mRNAs que foram enriquecidas no RIP de Caprin-1. Realizamos a 
análise de GO apenas com esse subgrupo e observamos um enriquecimento de 
constituintes ribossomais, tanto nas categorias de “Função Molecular” e “Componente 
Celular”. Muitos genes com função na regulação da tradução e outros caracterizados 
como ligantes a receptores, DNA, RNA e proteínas foram enriquecidas (Figura 16-C 
e D). Em conjunto, os nossos dados de classificação funcional indicam que Caprin-1 
interage principalmente com componentes do complexo ribonucleoproteico e da 
maquinaria traducional.  
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Figura 16- Enriquecimento de rRNAs e mRNAs codificantes de proteínas no RIP de Caprin-1. A- Análise de componente 
principal (PCA) de todas as bibliotecas geradas no sequênciamento. O PC1 é a dimensão que melhor separa as amostras de 
RNA-seq (CAPRIN1 e GFP) das amostras de RIP Caprin-1. Os pontos em azul representam as bibliotecas de RIP Caprin-1, 
as rosas de RNA-seq CAPRIN1 e as verdes do controle de RNA-seq GFP. B- Classificação funcional dos transcritos que 
representam pelo menos 0,1% da biblioteca de RIP-seq de Caprin-1. Observa-se um enriquecimento de 63% de rRNAs e 
23% de mRNAs codificantes de proteínas. C e D- Anotação funcional do sub-grupo de genes classificados como codificantes 
de proteínas (23%). C- Categorias analisadas quanto a Função Molecular e D – Componente Celular. As taxas de 
enriquecimento para as classes são apresentadas no eixo X, que corresponde ao “Fold Enrichment” em relação ao número 
de classes esperadas num dado genoma de referência. 
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Sabemos que os rRNAs são os principais componentes do ribossomo, 
responsável pela síntese de proteínas. Esse complexo ribonucleoproteico é também 
chamado de ribossomo 80S, a qual compreende duas subunidades ribossomais, uma 
grande subunidade chamada de ribossomo 60S e uma pequena subunidade chamada 
ribossomo 40S. Cada subunidade contém seus específicos rRNAs e um conjunto de 
proteínas (Figura 17)89. Assim, para investigar melhor essa relação de Caprin-1 com 
a maquinaria traducional, procuramos relacionar os achados de RIP-seq com 
experimentos complementares, para isso, realizamos análises in silico mais 
aprofundas. 
 
7.6.2 Caprin-1 liga-se a RNAs relacionados ao ribossomo 40S e ao complexo de 
iniciação da tradução 
Por análises de bioinformática, observamos que os transcritos mais 
enriquecidos da lista ranqueada no RIP de Caprin-1 correspondiam ao 18S e 28S 
rRNA (Tabela 4; 49,57% e 2,79%, respectivamente). O transcrito 18S rRNA 
correspondeu a quase 50% do total da biblioteca de RIP de Caprin-1. Além disso, 
esse transcrito nos chamou a atenção por corresponder ao tamanho estimado de RNA 
muito enriquecido e observado no gel de agarose que realizamos para confirmar a 
imunoprecipitação de RNAs no RIP de Caprin-1, mostrado anteriormente (Figura 13-
B). Nesse sentido, realizamos uma análise do mapeamento dos reads das bibliotecas 
de RIP no genoma de referência. Ao analisar o mapeamento nos transcritos de 18S e 
28S rRNA através da ferramenta bedGraph do UCSC Genome Browser, observamos 
uma densidade de reads apenas no RIP de Caprin-1 em relação ao RIP de GFP (de 
acordo com a escala definida). Além disso, observamos uma grande cobertura no 
transcrito de 18S rRNA em relação ao de 28S rRNA (Figura 18).  
Figura 17- Figura esquemática descrevendo a estrutura do ribossomo eucariótico. Diferentes proteínas e RNAs compõem a 
subunidade maior e a menor da macromolécula ribossômica. Figura extraída da internet “NUCLEUS 3. April 15, 2004. ”   
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Vale lembrar que as sequências de rRNAs (28S, 18S e 5,8S) estão na estrutura 
de um transcrito policistrônico, denominado 45S (Figura 19). Durante a transcrição, os 
rRNAs maduros são liberados a partir do precursor por clivagem enzimática. Além 
disso, antes de se tornarem funcionais passam por modificações, as quais dependem 
de pequenas moléculas nucleolares de RNA denominadas snoRNAs (small nucleolar 
RNAs)90.  
 
Diante disso, buscamos validar a especificidade da interação de Caprin-1 com o 
transcrito de 18S rRNA. Ao mesmo tempo quisemos avaliar a afinidade reduzida ou 
inespecífica pelo 28S rRNA, a qual compõem diferentes subunidades do ribossomo, 
e, portanto, diferentes possibilidades de regulação. Além disso, como as análises de 
bioinformática sugerem uma modulação de Caprin-1 na maquinaria de iniciação da 
tradução, selecionamos também, o gene NPM1 para validação por RT-PCR.  
Figura 18- Análise in silico dos reads obtidos do sequenciamento do RIP-seq. Utilizando a ferramenta bedGraph do Genome 
Browser montamos um histograma de cobertura dos reads das bibliotecas de RIP no genoma de referência (RefSeq Genes). 
Podemos observar um grande enriquecimento no transcrito 18S rRNA no RIP de Caprin-1. A pista em azul é a biblioteca de 
RIP de Caprin-1 e em verde a biblioteca de GFP. A escala no eixo y corresponde a cobertura de reads alinhados na região 
de cada transcrito. Captura de tela do Genome Browser.   
Figura 19- Processamento do transcrito primário ribossomal 45S, exibindo a ordem das sequências maduras de rRNAs a 
partir da extremidade 5’- 18S-5.8S-28S-3'. 
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O produto do gene NPM1 está envolvido em diversos processos celulares, entre 
eles, atua no processamento de rRNA e consequente biogênese do ribossomo. 
Adicionalmente, para validar as nossas bibliotecas de RIP-seq de Caprin-1, 
selecionamos dois genes descritos na literatura como sendo alvos diretos de Caprin-
1, os genes CCND2 e NKRF.  
 
Assim como para os transcritos 18S rRNA e 28S rRNA, montamos também os 
histogramas da cobertura de reads para os genes acima selecionados. Nota-se que 
todos os reads foram alinhadas em éxons ao longo do transcrito, como esperado para 
um mRNA maduro, citoplasmático, visto que o protocolo de RIP têm como objetivo 
imunoprecipitar o transcrito inteiro ligado a proteína Caprin-1 (Figura 20; A-NPM1; B- 
CCND2; C- NKRF)  
Outro alvo que procuramos validar foi o gene de CAPRIN1. Identificamos nas 
análises de bioinformática um enriquecimento desse alvo e como podemos notar na 
Figura 20-D, observamos uma alta densidade de reads alinhadas na região 3’UTR 
desse transcrito apenas nas bibliotecas de RIP de Caprin-1 e não nas bibliotecas de 
GFP, o que pode sugerir uma auto-regulação da proteína de Caprin-1. Avaliamos 
também o gene GAPDH, como controle de especificidade do RIP, visto que é também 
abundantemente expressa, assim como os RNAs ribossômicos e possibilitaria excluir 
a hipótese de imunoprecipitação de transcritos abundantes. 
 
# Rank refseq_id Gene Name Description
tpm_rip de 
Caprin-1
% 
Represented
1 NR_003286 RNA18S5 RNA, 18S ribosomal 5 495675,00 49,57%
3 NR_003287 RNA28S5 RNA, 28S ribosomal 5 27926,00 2,79%
59 NM_002520 NPM1 nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) 566,07 0,06%
Gene Name Description
CCND2 cyclin D2
NKRF NFKB repressing factor
CAPRIN1 cell cycle associated protein 1
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase control
Targets selected for validation by RIP RT-PCR
Known-targets and controls selected for validation by RIP RT-PCR
Referencerefseq_id
NM_001759
NM_017544
NM_005898
NM_002046
Solomon, S. et al . (2007)
Baltz, A. G. et al.  (2012) 
autoregulation?
Tabela 4- Listagem dos transcritos enriquecidos e alvos potenciais de regulação por Caprin-1 para validação por RT-PCR 
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Os transcritos considerados candidatos de ligação a Caprin-1 foram então, 
avaliados por RT-PCR (Tabela 4). Podemos observar na Figura 20-A um painel com 
todos os alvos avaliados em amostras de “HEK293T” (RNA total – controle), ”Caprin-
1_IP” (RIP de Caprin-1) e “GFP_IP” (RIP de GFP), realizados em triplicatas biológicas. 
Sendo o primeiro conjunto da triplicata (1), amostras enviadas ao sequenciamento, e 
as outras duas (2) e (3), representam repetições biológicas e técnicas. 
Apesar dos rRNAs serem RNAs muito abundantes na célula, observamos que 
houve um enriquecimento apenas do 18S rRNAs no RIP de Caprin-1 em relação ao 
RIP de GFP (Figura 21-A), o mesmo não pudemos observar para o 28S rRNA, que 
parece não ter sido enriquecido significantemente.  
Para melhor visualizar o enriquecimento dos transcritos no RIP de Caprin-1, 
realizamos uma análise semi-quantitativa por densitometria óptica de todas as bandas 
do gel e plotamos em um gráfico as leituras obtidas (Figura 21-B), assim como 
realizamos uma análise estatística com a média das leituras das triplicatas de RIP de 
Caprin-1 em relação as amostras de RIP de GFP (Figura 21-C). 
Diante disso, podemos observar um significativo enriquecimento de 18S rRNA 
nas amostras de RIP de Caprin-1 em relação ao RIP de GFP, e o mesmo não foi 
verdadeiro para o 28S rRNA (Figura 21-B e C). O gene NPM1 foi significantemente 
enriquecido no RIP de Caprin-1 em relação ao RIP de GFP (Figura 21-B e C). Além 
disso, assim como observado nos trabalhos já publicados, em nosso estudo também 
Figura 20- Análise in silico dos reads obtidos dos dados sequenciamento do RIP-seq. Utilizamos a ferramenta bedGraph do 
GenomeBrawser para gerar o histograma da cobertura dos reads de RIP de Caprin-1 (pista em azul) e RIP de GFP (pista em 
verde) sobre o genoma de referência (RefSeq Genes). Montagem das capturas de tela do Genome Browser mostra as regiões 
com a maior densidade de reads (escala no eixo y – cobertura das reads). 
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observamos a ligação de Caprin-1 com os mRNAs de CCND2 e NKRF (Figura 21-A e 
B). O gene NKRF apresentou um visual enriquecimento no RIP de Caprin-1 quando 
comparado com o RIP de GFP entre as triplicatas (Figura 21–A e B), porém como as 
réplicas apresentaram um grande desvio na quantificação, não pudemos observar um 
enriquecimento estatisticamente significante para este alvo (Figura 21-C).  
Uma informação adicional interessante que o RIP-seq nos forneceu foi a 
indicação de regulação do mRNA da própria Caprin-1. Observamos nas análises de 
bioinformática um alinhamento de reads na região 3’UTR desse transcrito. A análise 
computacional foi verificada experimentalmente, e por RT-PCR observamos um 
enriquecimento significativo apenas no RIP de Caprin-1, sugerindo que essa RBP 
pode estar auto-regulando a sua expressão (Figura 21-A, B e C). A função e os 
mecanismos dessa auto-regulação ainda não estão claros, mas esse tipo de controle 
já tem sido descrito para outras RBPs.  
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7.6.3 Perfil de RNAs ligados a Caprin-1 e presentes em SGs 
Essa parte do estudo visou analisar e discutir sobre um perfil específico de 
RNAs ligados a Caprin-1, como também identificar se esses RNAs são 
frequentemente observados em SGs. Com base em informações de bancos de dados 
de sequenciamento disponibilizados para a comunidade científica, selecionamos 
bibliotecas de RIP, experimentalmente semelhante às nossas condições e geradas 
com RBPs já reportadas estarem presentes em SGs91. Os dados de sequenciamento 
de RIP-seq das RBPs Staufen1, HuR, LIN-28, PABPC1 e elF4E foram utilizados. Na 
Tabela 5 são descritas as informações das bibliotecas e referências dos trabalhos. 
Figura 21- Identificação de RNAs-alvos de Caprin-1. A- Painel de PCR realizada com os RNAs co-imunoprecipitados no RIP 
de Caprin-1, RIP de GFP e no RNA total do controle de HEK293T. Avaliação de 7 genes em triplicatas biológicas de RIP de 
Caprin-1 e controles (HEK293T e RIP de GFP). B e C- Análise semi-quantitativa por densitometria óptica das bandas do gel 
no Image J. Os valores são as integrações das curvas (maior contagem de pixels), ou seja, valor arbitrário de unidades de 
densidade óptica da amostra. B-Valores relativos das triplicatas. C- Resultado estatístico obtido para cada alvo avaliado (RIP 
Caprin-1 x RIP de GFP). Barras de erro entre as triplicatas e significância de p<0,05 (*).   
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[1]-Culjkovic-Kraljacic, B.; Fernando, T.; Yang, S.; Tabbò, F.; Gaudiano, M.; Zahreddine, H.; Goldstein, R.; Patel, J.; Ladetto, M.; Ghione, P.; 
Machiorlatti, R.; et al. Combinatorial targeting of nuclear export and translation of RNA inhibits aggressive b-cell lymphoma. Blood 2015. 
Submitted in revision; [2]-Garcin G, Guiraud I, Lacroix M, Genthon C et al. AMPK/HuR-Driven IL-20 Post-Transcriptional Regulation in 
Psoriatic Skin. J Invest Dermatol 2015 Nov;135(11):2732-41. [3]- LIN28A modulates splicing and gene expression programs in breast cancer 
cells. Mol. Cell. Biol. 35:3225–3243. [4]-RIP-seq from ENCODE/SUNY Albany (2012). RNA profiling data sets generated by the Production 
ENCODE project. [5]-de Lucas, S., Oliveros, J. C., Chagoyen, M. & Ortin, J. (2014) Functional signature for the recognition of specific target 
mRNAs by human Staufen1 protein. Nucleic Acids Res. 42,4516–4526. *SRA=Sequence Read Archive. **GEO Accession=Gene 
Expression Omnibus.  
 
Para as análises, selecionamos os 30 transcritos mais abundantes no RIP de 
Caprin-1 (ranqueados), e na sequência, analisamos a abundância desses mesmos 
transcritos nas outras 5 bibliotecas de RIP-seq (Figura 22). De uma forma geral, 
notamos que alguns transcritos estão presentes, independente da abundância, em 
todas as bibliotecas e, outras são específicos de um ou outro. Como também, 
observamos que em relação a abundância, entre as bibliotecas o enriquecimento é 
variável, indicando uma certa especificidade de alvos para cada RBP.  
Observamos que apesar dos transcritos 18S e 28S rRNAs estarem presentes 
em todas as bibliotecas avaliadas, o 18S rRNA foi significativamente enriquecido no 
RIP de Caprin-1 em relação à abundância média das outras bibliotecas (Figura 23). 
Além desse transcrito, observamos outros 12 transcritos significativamente 
enriquecidos na biblioteca de RIP de Caprin-1 (Figura 22; marcados com um 
asterisco). Para os cálculos estatísticos, utilizamos o one-sample t-test, a qual permite 
saber se a nossa amostra vem de um conjunto em particular, ou se ela é semelhante 
entre as médias das outras bibliotecas. 
Além disso, para avaliar se os transcritos anteriormente validados também 
foram significativamente enriquecidos e específicos do RIP de Caprin-1, avaliamos 
estatisticamente o enriquecimento de NPM1, CCND2, NKRF e CAPRIN1, em relação 
à abundância média dos dados de RIP das outras RBPs. Na Figura 23, observamos 
que os genes NPM1, CCND2 e CAPRIN1 foram significativamente enriquecidos e 
específicos de Caprin-1. No Anexo 1, apresentamos também os resultados da 
significância estatística para os 30 transcritos mais abundantes no RIP de Caprin-1 
Library SRA GEO Accession Reference
eIF4E RIP SRR2927004 GSM1930798, GSM1930799, GSM1930800 [ 1 ]
HuR RIP SRX345294 GSM1224488 [ 2 ]
LIN-28 RIP SRR2105565 GSM1825261 [ 3 ]
PABPC1 RIP SRR504451 GSM944522 [ 4 ]
Staufen RIP SRR867028 GSM1147074 [ 5 ]
Tabela 5- Informações gerais de bibliotecas das RBPs associadas a grânulos de estresse, elF4E, HuR, LIN-28, PABPC1 e 
Staufen, geradas à partir de experimentos de RIP-seq.  
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em relação à abundância média das outras RBPs. 
 
Figura 22- Perfil de RNAs ligados a Caprin-1 e presentes em SGs. Avaliação da abundância dos 30 transcritos mais 
enriquecidos no RIP de Caprin-1 em relação ao RIP das RBPs Staufen1, HuR, LIN-28, PABPC1 e elF4E. 
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 Logo, nossos resultados preliminares ratificam a importância de definir um perfil 
específico de RNAs presentes em SGs, bem como ligados a uma RBP. Assim, em 
Figura 23- Transcritos validados por RT-PCR significativamente enriquecidos no RIP de Caprin-1 em relação à média do RIP 
das RBPs Staufen1, HuR, LIN-28, PABPC1 e elF4E. Os transcritos 18S rRNA, NPM1, CCND2 e Caprin-1 foram 
especificamente enriquecidos na biblioteca de RIP de Caprin-1. (*) p<0,05. 
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estudos futuros será necessário realizar análises mais aprofundadas para se obter 
resultados estatísticos mais fidedignos e de importância biológica. 
7.7 Caprin-1 interage com proteínas da subunidade ribossomal 40S e do 
complexo RNP 
Anteriormente, em trabalhos de proteômica (imunoprecipitação de Caprin-1 
seguida da análise por espectrometria de massa), realizados pela aluna colaboradora 
desse projeto, Laura Alonso, observamos que Caprin-1 co-imunoprecipitou 63 
proteínas, entre essas, foram validadas a interação com as proteínas IGF2BP1 
(Insulin-Like Growth Factor 2 MRNA-Binding Protein 1)92,93 e PABPC1 (Poly(A) 
Binding Protein, Cytoplasmic 1)94, duas RBPs relacionadas ao complexo 
ribonucleoproteico e a maquinaria de tradução. Assim, para entender melhor a relação 
de Caprin-1 na maquinaria traducional, buscamos investigar outros interagentes de 
Caprin-1 com funções nesses complexos.  
Realizamos o IP de Caprin-1 e por WB confirmamos a presença da proteína 
ribossomal RPS3 (Ribosomal Protein S3) (Figura 24; ~27kDa), especificamente no IP 
de Caprin-1 (pista 2). Essa proteína é um componente da pequena subunidade 
ribossomal 40S, importante para o reconhecimento de mRNAs para serem traduzidos. 
Outra interação que observamos com Caprin-1 foi a hnRNPC C1/C2 (Heterogeneous 
Nuclear Ribonucleoprotein C C1/C2), uma conhecida RBP, que atua no complexo 
ribonucleoproteico nuclear heterogêneo (hnRNP) para regular o processamento de 
pré-mRNAs, além de atuar também no transporte de mRNAs do núcleo para o 
citoplasma (Figura 24; ~40kDa; pista 2). Considerando-se complexos proteicos de 
regulação, tais como grânulos celulares, as conclusões devem ser tomadas com 
cuidado. Assim, antes de poder afirmar que as interações observadas são diretas, 
será fundamental observar se as interações proteína-proteína são dependentes ou 
não de RNA. 
Em conjunto, os dados apresentados até o momento indicam que Caprin-1 pode 
ligar-se a específicos mRNAs que serão reprimidos e a mRNAs que atuam no 
recrutamento ribossomal, como também pode estar atuando na inibição da tradução 
por se ligar a importantes componentes da maquinaria de iniciação da tradução. 
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7.8 Análise do transcriptoma de HEK293T após a superexpressão de Caprin-1  
Os dados das triplicatas de Caprin-1 e GFP do RNA-seq foram analisadas em 
separado (análises de qualidade, contagem de reads e mapeamento) e então, os 
valores de expressão de cada condição foram combinados para a análise de 
expressão diferencial. 
O gráfico de MA mostra a distribuição dos genes ativados e inibidos de acordo 
com o Log2 fold-change e a expressão média. Cada ponto representa um único gene, 
e em vermelho podemos observar os genes diferencialmente expressos (DE), de 
acordo com a análise estatística feita (FDR ≤ 0.01).  A linha horizontal vermelha define 
o threshold (log2FoldChange = 0) entre os genes induzidos e reprimidos e a linha 
horizontal azul demarca o log2FoldChange = 1 ou -1 como threshold. Observamos um 
total de 2.543 genes identificados como DE nas células superexpressando Caprin-1 
em relação ao controle GFP. Sendo que 1.369 estavam induzidos e 1.174 reprimidos. 
Notamos, então, que Caprin-1 atua de uma forma global na expressão de genes, ou 
seja, não é nem um ativador, nem um inibidor (Figura 25-A).  
Preliminarmente, realizamos a análise exploratória dos dados do RNA-seq 
Figura 24- Co-imunoprecipitação de proteínas do complexo ribonucleoproteico com Caprin-1. Confirmação de 
imunoprecipitação de Caprin-1(~130kDa) e GFP (~26kDa) com o anticorpo anti-FLAG. As bandas do controle “INPUT”, que 
representa lisado proteico total, confirma a expressão ectópica de Caprin-1 e do controle GFP. O controle “SUP” é o 
sobrenadante, composto das proteínas que não se ligaram às beads. O “IP” é a amostra eluída das beads, constituídos pelas 
proteínas imunoprecipitadas. Observamos a co-imunoprecipitação de Caprin-1 com a proteína RPS3 (27kDa) e com 
hnRNPC1/C2 (40kDa) – pista 2. Não se observa nenhuma interação dessas proteínas com o IP do controle GFP – pista 5.   
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através da Análise de PCA. Podemos observar pelo gráfico de PCA que o componente 
principal 1 (PC1 – eixo x) explica 65% da variação e separa claramente as triplicatas 
de células superexpressando Caprin-1 (azul) das triplicatas de GFP (verde). Além 
disso, as triplicatas foram agrupadas juntas nesse componente principal, indicando 
que os dados de RNA-seq exibem um padrão em cada conjunto de estudo (Figura 25-
B).  
 
7.9 Classificação funcional dos genes DE indica um enriquecimento de classes 
relacionados ao complexo traducional  
Os genes classificados como DE foram submetidos à análise de sobre-
representação estatística (Statistical overrepresentation test) de termos do Gene 
Ontology (GO), utilizando o programa PANTHER.  
Nos gráficos apresentados na Figura 26, plotamos os valores de 
enriquecimento (Fold Enrichment) obtidas dentro das categorias apresentadas. 
Valores maiores que 1 indicam que o número de genes da nossa lista (classificados 
naquela categoria) é maior do que o esperado para um genoma referência, ou seja, 
está enriquecido em relação aos genes humanos. ID Ensembl dos genes DE (top-
ranqueados) foi submetido à anotação funcional, na qual mostramos as categorias de 
acordo com a “Função Molecular” (PANTHER GO-slim Molecular Function, Figura 26- 
Figura 25- Expressão ectópica de Caprin-1 regula globalmente a expressão gênica, não favorecendo nem a ativação e nem 
a inibição de transcritos. A- Análise do RNA-seq, usando o programa DESeq2, revelou 2.543 genes DE (vermelho) com 
significância de FDR <0,01. Dentre esses, 1.369 genes estão sendo ativados ( log2 fold-change positivo) e 1.174 reprimidos 
(log2 fold-change negativo) nas células que superexpressaram Caprin-1. B- Análise de componente principal (PCA) das 
bibliotecas de RNA-seq mostra que o PC1 representa 65% da variação e separa os grupos de CAPRIN1 (azul) dos grupos 
de GFP (verde).  
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A e B) e o “Processo Biológico” envolvido (PANTHER GO-slim Biological Process, 
Figura 26- C e D). 
           
 
Observamos através do gráfico de classificação “Função Molecular” que muitos 
genes com função de ligação a ácidos nucléicos foram ativados, enquanto que 
importantes constituintes estruturais foram reprimidos após a superexpressão de 
Caprin-1. Interessantemente, observamos uma repressão de constituintes estruturais 
do ribossomo, com um Fold Enrichment maior que 5. Possivelmente, Caprin-1 possa 
estar atuando na regulação da tradução de forma direta e indireta.  
A partir dos resultados da classificação “Processo Biológico”, notamos que 
muitos genes relacionas à regulação da transcrição e ao metabolismo do RNA estão 
sendo ativados. Inversamente, genes relacionados ao processo metabólico, 
regulação de proteínas e fosforilação foram reprimidos de forma significativa e com 
um valor de enriquecimento maior que 5. 
De um modo geral, observamos que muitos genes relacionados a homeostase 
Figura 26- Classificação funcional dos genes DE de células HEK293T que superexpressam Caprin-1. Termos GO 
enriquecidos da lista com os 500 genes tops-ranqueados classificados como induzidos (verde) e reprimidos (vermelho). 
Observamos as categorias que foram significativamente sobre-representada e os valores do enriquecimento. Os dados foram 
classificados de acordo com A e B- Função Molecular, C e D- Processo Biológico. 
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celular estão sendo diferencialmente expressos, principalmente àqueles relacionados 
a etapa traducional e ao metabolismo celular. E um certo direcionamento para a etapa 
transcricional e pós-transcricional, com foco no DNA e metabolismo do RNA estão 
sendo “up”-regulados.   
 
8 Discussão e Perspectivas 
Nos últimos anos, muitos esforços têm sido dedicados para a identificação de 
transcritos ligados e regulados por RBPs, além da caracterização das redes de 
regulação gênica controlados por essas proteínas95. Os avanços nas técnicas de 
análise da interação proteína-RNA têm possibilitado identificar sistematicamente um 
grande número de alvos e redes de regulação de RBPs.  
Os pesquisadores Gerber, Herschlag e Brown (2004) buscaram entender uma 
dessas redes de interação e coordenação da regulação de mRNAs-alvos. Eles 
realizaram uma análise sistemática de uma família específica de RBPs, chamadas de 
Pumilio-Fbf (Puf) em leveduras. Utilizando tecnologias de “affinity tags” para capturar 
cada uma das 5 RBPs dessa família e em conjunto com o grupo de mRNAs ligados a 
cada RBP, os pesquisadores identificaram mais de 700 mRNAs ligados a pelo menos 
uma proteína Puf. Cada RBP Puf ligou-se a um conjunto distinto de mRNAs, os quais 
na maioria das vezes, codificavam proteínas com funções e localização subcelular 
semelhantes. Essa afinidade seletiva de mRNAs funcionalmente relacionadas por 
RBPs específicas sugere um mecanismo de controle coordenado dessas RBPs para 
regular o destino dos transcritos (tradução, estabilização e localização), montando 
eficientes complexos proteicos e direcionando vias funcionais96. Assim, embora tenha 
sido demonstrado que RBPs relacionados têm papéis coordenados na regulação pós-
transcricional de mRNAs, ainda faltam estudos sistemáticos para entender o papel de 
diferentes classes de RBPs em complexos proteicos.  
Até o momento, são descritas funções de Caprin-1 em diferentes contextos 
biológicos, mas na grande maioria delas têm sido mostrados o papel regulador de 
Caprin-1 dentro de complexos proteicos. Por exemplo, Caprin-1 têm um papel 
importante na infecção viral, como no caso da infecção pelo vírus da encefalite 
japonesa (Japanese encephalitis virus), pertencente ao gênero Flavivírus. Esse vírus 
consegue sequestrar importantes proteínas associadas aos SGs, como o G3BP1 e 
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USP10 através da interação direta com Caprin-1 e assim impede a formação do SG. 
Aqui, os grânulos são importantes na defesa do organismo, pois bloqueiam a 
maquinaria de tradução, necessária para a propagação do vírus. Uma mutação no 
domínio de ligação da proteína do vírus a Caprin-1 conseguiu reverteu a infecção e 
restabeleceu a formação normal de SG97.  
Em um outro exemplo, Caprin-1 foi descrita como alvo terapêutico para o 
tratamento de câncer. Derivados de tiloforina (tylophorine) exibem atividade anti-
câncer e ligam-se diretamente a Caprin-1 e, consequentemente conseguem recrutar 
G3BP1, e mRNAs de c-Myc e ciclina D2 dentro de complexos ribonucleoproteicos. A 
expressão desses transcritos associados ao complexo é reprimida, contribuindo para 
os efeitos anti-oncogênicos98.  
Nesse sentido, na perspectiva de entender as redes de interação e a 
coordenação da regulação de RNAs-alvos de Caprin-1 em grânulos celulares, o nosso 
estudo buscou investigar o grupo de RNAs-alvos de Caprin-1, bem como entender as 
relações funcionais entre esses transcritos com o complexo proteico de Caprin-1. Os 
resultados em larga escala obtidas das técnicas de RIP-seq e RNA-seq, contribuíram 
para identificar um perfil de RNAs ligados a Caprin-1 e sugerir uma possível interação 
com a maquinaria de iniciação da tradução. 
Nos nossos resultados do sequenciamento, foi observado um enriquecimento 
no RIP de Caprin-1 de 77% de RNAs funcionais e 23% de RNAs codificantes. Cerca 
de 63% dos RNAs funcionais correspondiam a rRNAs. Através de análises de 
bioinformática, observamos que os transcritos mais enriquecidos da lista ranqueada 
no RIP de Caprin-1 correspondiam ao 18S e 28S rRNA (49,57% e 2,79%, 
respectivamente). Digno de atenção, o transcrito 18S rRNA correspondeu a quase 
50% do total da biblioteca de RIP de Caprin-1, apresentando também indícios de um 
enriquecimento no gel de agarose (Figura 13-B) e nas análises de mapeamento dos 
reads (Figura 18). Esse transcrito foi validado por RT-PCR e foi significantemente 
enriquecido no RIP de Caprin-1 em relação à abundância média do RIP com outras 
RBPs (Figura 23), indicando uma especificidade de ligação com Caprin-1. 
Embora não haja na literatura evidências funcionais sobre o papel de ligação 
de Caprin-1 ao transcrito 18S rRNA, alguns trabalhos identificaram a presença de 
Caprin-1 co-fracionado com polirribossomos. No estudo de Fatimy et al. (2012), 
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observou-se que a proteína FMRP e Caprin-1 estão presentes em complexos 
ribonucleoproteicos associados com polirribossomos em tecidos cerebrais. A proteína 
FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein), é uma RBP relacionada a síndrome do 
X frágil. Essa proteína está associada com o complexo ribonucleoproteico presente 
em polirribossomos, e a sua ausência em células nervosas leva a alterações na 
plasticidade sináptica, como resultado de defeitos na regulação da tradução. 
Experimentos in vivo e in vitro evidenciaram que FMRP interage diretamente com 
Caprin-1 em complexos ribonucleoproteicos. Porém, nesse mesmo estudo notaram 
que Caprin-1 encontrava-se em frações polirribossomais sem a presença de FMRP, 
indicando que Caprin-1 pode estar interagindo diretamente com a maquinaria 
traducional99. 
Além de rRNAs, houve também um enriquecimento de 23% de genes 
codificantes de proteínas no RIP de Caprin-1. Ao investigar a classificação funcional 
desses mRNAs, observamos um enriquecimento de constituintes ribossomais, tanto 
nas categorias de “Função Molecular” e “Componente Celular”. Muitos fatores de 
tradução, iniciadores da tradução, moléculas estruturais e ligantes de ácidos nucléicos 
foram enriquecidas na categoria “Função Molecular”. E na categoria “Componente 
Celular”, observamos genes classificados como presentes no citoplasma e em 
complexos ribonucleoproteicos (Figura 16-C e D). Em conjunto, os nossos dados de 
classificação funcional indicam que Caprin-1 interage principalmente com 
componentes do ribossomo e da maquinaria traducional.  
Sabemos que a síntese de ribossomos é um processo complexo que requer 
um grande gasto de energia e várias etapas de processamento. A síntese de RNA 
ribossomal (rRNA) é o primeiro evento na biogênese do ribossomo. Como 
mencionado anteriormente, o pré-rRNA 45S é transcrito a partir do DNA ribossomal 
(rDNA) e subsequentemente o transcrito policistrônico é processado por enzimas 
nucleolíticas gerando as três moléculas de rRNAs 18S, 5.8S e 28S. Esses rRNAs 
maduros são então complexados no nucléolo com proteínas ribossomais, formando 
assim as subunidades 40S e 60S, e em seguidas enviadas para o citoplasma para 
atuar na síntese de proteínas100. Nesse sentido, a avaliação do gene NPM1 pareceu 
interessante devido a sua participação no processamento final do ribossomo.  
Têm sido descritas diversas funções para a proteína NPM1, algumas já 
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estabelecidas e outras que permanecem pouco compreendidas. Entre as funções de 
NPM1 na biogênese de ribossomos, sabe-se que essa proteína atua como uma 
endoribonuclease num sítio específico da região entre os transcritos 5.8S e 28S do 
rRNA, e a sua depleção leva a uma alteração no processamento final do 28S 
rRNA101,102. Observou-se que camundongos com depleção de NPM1 tem uma morte 
prematura devido a uma alteração na biogênese do ribossomo103. Além disso, NPM1 
está envolvida no transporte de proteínas ribossomais para o nucléolo e para o 
citoplasma104. O NPM1 também participa de outros importantes eventos de regulação, 
por ser capaz de se ligar a muitas parceiras em diferentes compartimentos celulares, 
incluindo fatores nucleolares (nucleolina, fibrilarina e snoRNPs), fatores de 
transcrição, histonas (H3, H4 e H2B), proteínas envolvidas na proliferação celular, 
mitose e resposta a estresse oncogênico105. Pelos nossos resultados do RIP-seq e 
RT-PCR confirmamos o enriquecimento desse gene apenas no RIP de Caprin-1 em 
relação ao controle GFP. Além disso, ao comparar com a abundância média das 
bibliotecas de RIP de outras RBPs, a ligação de Caprin-1 com NPM1 foi significativa 
e específica. 
Como observado nos trabalhos já publicados, em nosso estudo também 
observamos a ligação de Caprin-1 com os mRNAs de CCND2 e NKRF. A proteína 
CCND2 (Cyclin D2) faz parte da subunidade das kinases CDK4 ou CDK6, as quais 
são reguladoras necessárias para a transição da fase G1 para S64. E o gene NKRF 
(NFKB repressing factor) é um repressor transcricional que atua reprimindo a 
transcrição de determinados genes que respondem ao fator nuclear kappa B106. 
CCND2 e NKRF também foram reportados como sendo alvos diretos de Caprin-1 em 
um experimento de larga escala realizado por Baltz et.al (2012)107.  
De forma interessante, observamos indícios de auto-regulação de Caprin-1 em 
nossas análises de RIP-seq, as quais foram validadas por RT-PCR e específica para 
as nossas bibliotecas quando comparadas com a abundância média das bibliotecas 
de RIP de outras RBPs. Já está bem estabelecido que a manutenção da homeostase 
de proteínas é essencial para preservar as funções da célula108. E no caso das RBPs, 
a auto-regulação parece ser uma importante via, em razão da sua capacidade de 
ligação a RNA. Em verdade, têm sido demonstrados um número significativo de RBPs 
que auto-regulam a sua expressão a nível pós-transcricional. Como também, de forma 
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indireta, esses RBPs podem regular específicos mRNAs que codificam para outros 
RBPs, os quais atuam regulando a estabilidade e tradução de seus transcritos. Por 
exemplo, em leveduras observou-se que mais de um terço das RBPs encontradas 
nesse organismo podem auto-regular a sua expressão109.  
E em seres humanos, observou-se que as RBPs AUF1, HuR, KSRP, NF90, 
TIA-1 e TIAR podem regular o seu próprio transcrito110. A RBP HuR regula 
negativamente seus níveis de expressão através da ligação com o seu próprio pre-
mRNA, estimulando a expressão de transcritos com uma longa sequência contendo 
elemento ricos em AU (AU-rich element -ARE) na região 3’UTR, a qual desestabiliza 
o mRNA e, consequentemente, reduz a produção da sua proteína111.  
De um modo geral, notamos que mecanismos de auto-regulação são 
importantes para as RBPs responderem de forma rápida aos seus níveis fisiológicos, 
porém deve-se tomar cuidado na interpretação de dados quando os estudos são 
realizados em condições de expressão ectópica, devido a superexpressão e ligação 
inespecífica do transcrito112. Assim, a verificação da região específica de ligação da 
proteína com o seu transcrito permitirá entender melhor os resultados. Por essa razão, 
em estudos futuros ainda precisaremos investigar melhor essa regulação.  A interação 
de Caprin-1 com a sua própria região 3 'UTR poderá ser confirmada nas análises de 
CLIP-seq. Além disso, deve ser mencionado que as análises de CLIP podem indicar 
também a ligação de Caprin-1 em sequências 3'UTR de vários outros genes, 
sugerindo que Caprin-1 pode atuar como um regulador da expressão desses genes. 
Já foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa que uma grande parte dos 
interagentes proteicos de Caprin-1 são RBPs e constituintes estruturais do ribossomo 
(dados de IP/MS realizados pela aluna colaboradora Laura Alonso). Até o momento 
fomos capazes de confirmar a co-imunoprecipitação de 4 proteínas, IGF2BP1, 
PABPC1, RPS3 e hnRNPC1/C2. Neste estudo, avaliamos a interação de Caprin-1 
com as proteínas RPS3 e hnRNPC1/C2. A RPS3 é um componente da pequena 
subunidade ribosomal 40S envolvido na tradução, e além do papel principal como 
constituinte ribossomal e na síntese de proteínas, alguns estudos observaram uma 
importante atuação dessa proteína na manutenção da integridade genômica após 
estresse celular, por interagir com as proteínas p53 e MDM2113. A proteína 
hnRNPC1/C2 é uma RBP ubíqua que atua no processamento de splicing dentro do 
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núcleo e no transporte de mRNAs para o citoplasma.  
Apesar de termos encontrados evidências de interação de Caprin-1 com essas 
proteínas, o que sugere uma possível funcionalidade entre esses complexos, vale 
ressaltar que a co-imunoprecipitação foi realizada na ausência de RNases, e, 
portanto, pode estar ocorrendo uma co-imunoprecipitação dependente de RNAs. De 
fato, algumas RBPs atuam de forma cooperativa ou competitiva na regulação de 
transcritos114. Por exemplo, em trabalho publicado por Lee e colaboradores (2010), 
eles observaram que a proteína hnRNPC e outra RBP FMRP agiam sobre a tradução 
do mRNA da proteína precursora amilóide (APP) em uma mesma região por 
competição115. Assim, em estudos futuros será necessário avaliar a interação direta 
de Caprin-1 com essas proteínas, assim como, poder avaliar outras interações com 
importante função na maquinaria de iniciação da tradução, para poder entender 
melhor os mecanismos de regulação. 
Pela análise do transcriptoma de células HEK293T após a superexpressão de 
Caprin-1, notamos que apesar de não termos observado um direcionamento 
significativo na ativação ou repressão de genes DE, houve um certo enriquecimento 
de classes funcionais após a análise de GO. Observamos que importantes genes com 
papel na regulação transcricional foram ativados, enquanto que importantes 
constituintes estruturais do ribossomo e da etapa traducional foram reprimidos. No 
entanto, é importante considerar que as análises do transcriptoma de células 
HEK293T foram realizadas em 48h após a transfecção, o que pode sugerir que as 
mudanças observadas podem ser devido a um efeito secundário à superexpressão 
de Caprin-1. Logo, para podermos avaliar melhor os efeitos decorrentes diretamente 
ou mais relacionados com a superexpressão de Caprin-1, e, portanto, logo após a 
indução dos grânulos celulares, será importante realizar em paralelo, estudos de 
tempo de formação de grânulos.  
Em mamíferos, o mecanismo mais conhecido de formação de SGs envolve a 
fosforilação do eIF-2α por quinases específicas após a exposição a uma agente 
estressor. Com a fosforilação de eIF2α, a viabilidade do complexo ternário 
eIF2α/tRNAiMet/GTP é prejudicada e a maquinaria de iniciação da tradução é 
bloqueada51,53. Estudos tem sido realizado para investigar outras vias importantes de 
formação de SGs, independentes da fosforilação de eIF-2α. Em um estudo de Mazroui 
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et al (2006) eles observaram o papel de fatores de iniciação no processo de formação 
de SGs. Eles demonstraram que a interferência na atividade de elF4A, uma helicase 
de RNA necessária para a fase de recrutamento de ribossomos para a maquinaria de 
iniciação da tradução, é suficiente para induzir a formação de SG116. Em outro estudo 
foi observado que o aumento de mRNA citoplasmáticos não associados a 
polirribossomos durante o processo de desmontagem de um SGs é essencial e 
suficiente para desencadear a nova formação de SGs117. Além disso, observou-se que 
o aumento nos níveis citoplasmáticos de específicas RBPs, tais como TIA-1118, 
G3BP1119,120 e FMRP121, ou a superexpressão delas, são suficientes para induzir a 
formação de SGs em células mamárias.  
Nesse sentido, notou-se que muitas RBPs encontradas em SG contêm 
domínios chamado de “Low Complexity” (também conhecidos como “príon-like” ou 
“intrinsically disordered”). Essas regiões podem assumir múltiplas conformações e 
mediar interações transientes, mas específicas. São regiões que sofrem influência das 
condições do ambiente, de modificações pós-traducionais, e/ou ligação a outras 
proteínas124-126. Portanto, podemos notar que a formação de SGs é um processo 
complexo, mas que possui componentes necessários ou suficientes para a sua 
formação, como a quantidade de mRNAs não traduzidos e RBPs com domínios LC 
para nuclear a formação de SGs. Avaliar essas particularidades será essencial para 
entender a modulação da sinalização intracelular mediada por SGs. 
Baseado no cenário de resultados obtidos, propomos um modelo de atuação 
de Caprin-1 na regulação de RNAs celulares, como mostrado na Figura 27. Nesse 
modelo postulamos o papel de Caprin-1, predominantemente citoplasmática, atuando 
na estabilização e no transporte de mRNAs para o citoplasma ou para regiões 
subcelulares específicas. Em condições de estresse, a célula reprime a tradução de 
mRNAs desnecessários e passa a produzir proteínas de resposta ao estresse. Nesse 
contexto, após o estresse, são formados SGs no citoplasma, as quais funcionam para 
triar transcritos para serem traduzidos ou direcioná-los para a degradação. Sugerimos 
um papel de Caprin-1 nesses grânulos através da sua interação com o 18S rRNA e a 
proteína RPS3 da subunidade ribossomal 40S. Além disso, observamos que Caprin-
1 liga-se a um conjunto selecionado de mRNAs que codificam importantes 
componentes da maquinaria de iniciação da tradução, sendo talvez esse, um modo 
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de reprimir a tradução de uma forma ampla. 
 
 
Numa perspectiva mais ampla, a identificação da ligação de Caprin-1 a 
componentes da pequena subunidade ribossomal 40S, como o 18S rRNA e a proteína 
RPS3, como também a ligação com importantes mRNAs com função na biogênese 
de ribossomos como o NPM1, chama a atenção para os modos de indução da 
formação de SGs e os papéis funcionais de Caprin-1 dentro desses grânulos. Ainda 
não estão claros os mecanismos pelos quais Caprin-1 participa de fato em SGs. Ela 
pode ligar-se aos componentes da maquinaria de iniciação e induzir a formação de 
SGs, ou ela pode estar sendo sequestrada por outras proteínas dentro de SGs para 
então agir sobre a maquinaria de iniciação da tradução. É tentador assumir que 
controlando condicionalmente a expressão de Caprin-1 poderíamos efetivamente 
interferir na formação dos SGs, e consequentemente modificar a sua função e o 
destino de muitos mRNAs-alvos presentes nesse grânulo. Em suma, os dados 
apresentados nesse trabalho apontam para um cenário extremamente promissor 
envolvendo Caprin-1 e o papel funcional de SGs. 
Figura 27- Modelo de atuação de Caprin-1 em vias biológicas.  
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Em estudos futuros, pretendemos obter mais informações do papel de Caprin-
1 dentro de SGs, principalmente de contribuições relacionadas às interações com os 
seus RNAs-alvos e da associação com outras proteínas. Focaremos em investigar a 
hipótese de Caprin-1 reprimir a tradução de transcritos por interferir na maquinaria de 
iniciação da tradução, principalmente por se ligar aos componentes da pequena 
subunidade ribossomal 40S. Iremos investigar também o papel de Caprin-1 e de seus 
parceiros proteicos na indução da formação de SGs, identificando a sua importância 
para essa indução (i.e., se é necessário ou suficiente). Para entender esse papel 
mecanicista de Caprin-1 na formação de SGs, pretendemos usar siRNA para reduzir 
a expressão de Caprin-1 (knockdown) e observar os efeitos na formação de SGs após 
a indução por outros agentes estressores, como o arsenito. Para complementar os 
nossos achados, será necessário também realizar novos experimentos de co-
localização e time-course, a fim de investigar o tempo mínimo para a indução da 
formação de SGs após a superexpressão de Caprin-1 e avaliar a co-localização com 
as proteínas marcadoras de SGs (G3BP1, TIA-1 e/ou TIAR), além de avaliar a co-
localização com as proteínas observados em nosso estudo. Pretendemos também 
expandir os conhecimentos obtidos com o modelo de células HEK293T para 
neurônios derivados de células-tronco embrionárias, para assim, investigar a função 
e relevância biológica de Caprin-1 em sistema neuronal e casualmente em doenças 
neurodegenerativas. 
 
9 Conclusão  
 Pela caracterização funcional dos dados de RIP-seq, observamos que houve um 
enriquecimento de 63% de rRNAs e 23% de mRNAs que codificam importantes 
proteínas associadas com a maquinaria traducional no RIP de Caprin-1 em 
relação ao controle. 
 Identificamos que os transcritos 18S rRNA e NPM1, alvos relacionados com a 
subunidade ribossomal 40S e na biogênese de ribossomos, foram 
significativamente enriquecidas e específicas do RIP de Caprin-1 quando 
comparadas com a abundância média das bibliotecas de RIP-seq de outras 
RBPs presentes em SGs (Staufen1, HuR, LIN-28, PABPC1 e elF4E). 
 Validamos a ligação de Caprin-1 aos mRNAs de CCND2 e NKRF, assim como 
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descrito na literatura. Além disso, o mRNA de CCND2 foi significantemente 
específico das bibliotecas de RIP de Caprin-1 em relação à abundância média 
desse transcrito em outras bibliotecas de RBPs analisadas preliminarmente. 
 mRNAs de Caprin-1 foram significativamente enriquecidos e específicos do RIP 
de Caprin-1 em relação a abundância média desse transcrito nas outras 
bibliotecas de RBPs pré-avaliadas. Através de análises de bioinformática, 
observamos a região 3’UTR de CAPRIN1 endógeno com uma alta densidades 
de reads alinhadas, o que indica que a proteína pode estar auto-regulando a sua 
expressão, mas os mecanismos ainda não estão claros e análises mais 
específicas devem ser realizadas.  
 Demonstramos que a proteína RPS3, componente da pequena subunidade 
ribossmal 40S, e a RBP hnRNPC1/C2, proteína que atua no processamento de 
pré-mRNAs no núcleo e no transporte de mRNAs para o citoplasma, interagem 
com o complexo proteico de Caprin-1. Porém, apesar da confirmação da co-
imunoprecipitação, precisaremos avaliar se essas interações são diretas ou se 
são dependentes de RNAs. 
 Ao avaliar os efeitos da expressão ectópica de Caprin-1 sob o transcriptoma de 
células HEK293T, observamos que 2.543 genes foram DE nas células 
superexpressando Caprin-1 em relação ao controle GFP. Sendo que 1.369 
estavam induzidos e 1.174 reprimidos. Logo, nota-se que Caprin-1 atua de uma 
forma global na expressão de genes. Porém, ao se avaliar a classificação 
funcional dos genes DE e top ranqueados, observamos que algumas classes 
funcionais específicas foram mais enriquecidas em relação ao genoma de 
referência. 
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10 Resultados adicionais – eCLIP-seq 
10.1 Objetivos 
Identificar os mRNAs-alvos de Caprin-1 e seus específicos sítios de ligação em 
grânulos celulares de células HEK293T através de análise molecular baseada em 
eCLIP-seq. 
10.2 Identificação dos mRNA-alvos de Caprin-1 e os específicos sítios de 
ligação por eCLIP-seq  
10.2.1 Material e Métodos 
A etapa inicial do protocolo e.g., cultura de células, transfecção, crosslinking e 
coleta dos pellets de células foram desenvolvidos no nosso laboratório (CBMEG). E 
com o intuito de acelerar a implementação da técnica em nosso laboratório e poder 
caracterizar em larga escala, os mRNAs-alvos de Caprin-1 e os seus sítios específicos 
de ligação, realizei os experimentos de CLIP em colaboração com o grupo liderado 
pelo Prof. Dr. Gene Yeo no Laboratório de Medicina Celular e Molecular (Sanford 
Consortium for Regenerative Medicine, University of California, San Diego - UCSD, 
EUA). Assim, as etapas seguintes foram executadas em colaboração.  
Como o novo protocolo ainda está em fase de publicação, ainda não podemos 
divulgá-lo em detalhes, mas basicamente, o método consiste em realizar crosslinking 
por irradiação UV de células, lise celular e IP do complexo proteína-mRNAs com 
anticorpos específicos, fragmentação e seleção de mRNAs ligados a proteína, 
seguida da geração da biblioteca de cDNA e sequenciamento de nova geração. Os 
dados de eCLIP-seq são avaliados por ferramentas de bioinformática, na qual as 
sequências são alinhadas no genoma celular e os sítios de ligação da proteína aos 
mRNAs-alvo podem ser definidos pelas regiões do transcriptoma com alta densidade 
de sequências125,126. 
10.2.2 Crosslinking UV de células  
A primeira parte da técnica de CLIP, consiste do crosslinking com UV de células 
transientemente transfectadas e controles. Foram utilizadas duas placas de 100-mm 
(60cm2) contendo células HEK293T na confluência de 80-100% para cada 
experimento de crosslinking de Caprin-1, GFP e sem transfecção. Foi removida a 
tampa das placas contendo células e estas foram transferidas para uma bandeja 
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contendo gelo e as células foram lavadas duas vezes com PBS1X. Deixou-se na 
última lavagem de PBS1X e numa quantidade suficiente para cobrir a placa 
uniformemente. Mantendo-se as placas na bandeja com gelo, retirou-se a tampa e 
irradiou-se as placas com luz UV utilizando o equipamento Stratalinker modelo 2400 
(Stratagene, La Jolla, CA). O programa utilizado foi o AutoCrosslinking, com potência 
aproximada de 400µwatts/cm2 (ou intensidade de 400mJ/cm2) por 25-50 segundos. 
Imediatamente após a irradiação, as células foram coletadas e centrifugadas a 500xg 
por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante removido. O pellet de células foi rapidamente 
congelado em nitrogênio líquido e armazenado no ULT -80°C até o seu posterior uso. 
10.2.3 Controles realizados durante o protocolo de eClip-seq 
Adotamos para o nosso estudo, as amostras dos pellets de células “seguidas 
de cross-link” de Caprin-1, GFP e HEK293T (duplicatas). Além dos controles de GFP 
e HEK293T, são adicionados os controles de “INPUT” para cada condição, nas quais 
não passam pela etapa de imunoprecipitação. Esse controle serve para direcionar e 
excluir ligações inespecíficas das análises e avaliar o enriquecimento de mRNAs-alvo 
nas bibliotecas de CLIP. 
Durante o protocolo, realizamos a checagem da imunoprecipitação por WB 
(Figura 28 – A; WB-“cold gel”). O objetivo deste WB é confirmar o IP e poder visualizar 
uma banda que guia o peso da proteína de interesse, adicionado do peso equivalente 
a fragmentos de RNA ligados, com em torno de 75kDa. Esse acréscimo se deve a 
estimativa aproximada do “peso” da fita de mRNA ligada a proteína + o 3´linker (RNA 
adapters). Desta maneira, os complexos de mRNA-RBP são separados por SDS-
PAGE e transferidas para a membrana de nitrocelulose para poder purificar apenas o 
complexo “crosslinkado” em detrimento dos RNAs livres. Recortamos a região de 
interesse usando o WB como mapa-guia (Figura 28 – B; Nitrocelulose membrana- “hot 
gel”). 
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Figura 28- Confirmação da 
imunoprecipitação por WB (PVDF) e 
separação e purificação do 
complexo mRNA-RBP por SDS-
PAGE (Nitrocelulose) de acordo 
com o tamanho esperado. A- WB 
com α-FLAG confirmando a 
imunoprecipitação de Caprin-1 e 
GFP nos pesos esperados e como 
controle negativo de IP nenhuma 
banda em HEK293T. B-  Purificação 
do complexo mRNA-RBP da 
membrana de nitrocelulose. São 
mostrados um esquema com a 
ordem das amostras nas pistas do 
gel, e as membranas de 
nitrocelulose antes e depois do corte 
da região contendo o complexo 
mRNA-RBP. 
 
 
O complexo mRNA-RBP purificado da membrana foi então submetido à 
digestão por proteinase K, a fim de remover a proteína de ligação ao RNA. Após esta 
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etapa, os RNAs curtos restantes foram purificados e transcritos reversamente, e 
então, submetidos a geração do cDNA. Em seguida, os cDNAs foram ligados a 
adaptadores no terminal 5’, as quais foram utilizados na amplificação por PCR com 
primers específicos para o sequenciamento no equipamento Hiseq®2500 Sequencing 
System (Illumina, San Diego, CA, USA). 
A fim de enviar ao sequenciamento uma biblioteca mais quantitativa e 
normalizada, após a PCR, as bibliotecas de cDNA foram quantificadas pelo sistema 
Agilent 2200 TapeStation (Agilent Technologies) no D1000 ScreenTape® antes de 
serem enviadas ao sequenciamento (Tabela 6). Consideramos como ideal as 
bibliotecas que tinham pelo menos 10nM, na qual a melhor condição a ser enviada 
seria entre 10-50nM. Essa otimização serve para não favorecer a amplificação de uma 
amostra durante o sequenciamento, e assim, considerar os reads totais obtidas como 
equivalentes para todas as amostras colocadas em uma mesma flow-cell.   
  
10.3 Discussão e Perspectivas 
No trabalho realizado por Baltz et.al (2012)109, eles realizaram experimentos 
em larga escala de PAR-CLIP (uma variação do CLIP) para identificar novas proteínas 
que se ligam a mRNAs, além de caracterizar os sítios de ligação. Como experimento 
de validação, eles escolheram 5 RBPs conhecidas, dentre eles Caprin-1, para 
confirmar a imunoprecipitação de alvos e avaliar seus sítios de ligação. Os resultados 
preliminares reportados por eles indicam que Caprin-1 se liga preferencialmente nas 
regiões codificantes e 3’UTR de mRNAs, sugerindo um papel na estabilização e 
# Sample description
From 
(bp)
To 
(bp)
Average Size 
(bp)
Concentration 
(ng/uL)
Region 
Molarity 
(nmol/L)
% of 
total
1 INPUT GFP_1 102 502 249 1,62 11,4 46,79
2 IP GFP_1 100 496 225 2,22 15,8 64,76
3 INPUT GFP_2 99 499 257 3,67 22,6 77,4
4 IP GFP_2 103 502 220 6,17 45 81,35
5 INPUT Caprin-1_1 102 496 249 1,55 9,9 49,96
6 IP Caprin-1_1 99 496 223 1,53 10,9 57,21
7 INPUT Caprin-1_2 100 502 244 1,52 9,94 57,03
8 IP Caprin-1_2 100 496 226 1,88 13,2 56,26
9 INPUT HEK293T_1 97 507 238 1,37 9,16 54,23
10 IP HEK293T_1 102 496 226 2,14 15,1 64,55
11 INPUT HEK293T_2 100 502 232 2,38 16,4 66,57
12 IP HEK293T_2 100 496 227 2,72 19,1 69,9
Tabela 6- Dados da análise quantitativa do cDNA obtidos do protocolo de CLIP-seq no TapeStation 2200 e enviados ao 
sequenciamento.  
76 
 
 
Perfil de RNAs ligados a Proteína Caprin-1 
transporte desses transcritos. O mesmo set de experimentos reportou uma menor 
preferência por regiões intrônicas, indicando que Caprin-1 estaria pouco relacionada 
com a regulação de splicing. Em nosso estudo, buscamos utilizar os dados 
inicialmente obtidos do RIP-seq e realizar análises mais aprofundadas nas mesmas 
condições de estudo. Dessa forma, em projetos futuros, poderemos integrar os 
resultados obtidos de diferentes técnicas para entender a regulação de Caprin-1 em 
grânulos celulares.  
Assim, no final do trabalho, conseguimos realizar a técnica de CLIP-seq no 
nosso modelo de estudo em colaboração com o laboratório do Prof. Gene Yeo 
(Sanford Consortium for Regenerative Medicine, University of California, San Diego - 
UCSD, EUA). O Prof. Gene Yeo e seu grupo é uma das maiores referências para o 
nosso projeto, além de serem colaboradores diretos. São pioneiros na técnica de 
CLIP-seq69 e atualmente estão desenvolvendo a mesma técnica sem a necessidade 
de uso de material radioativo, chamado eCLIP. Esta nova metodologia pode ser 
considerada de vital importância para ser implementada em um laboratório no Brasil, 
devido à dificuldade em se obter material radioativo importado. Atualmente, essa 
metodologia está sendo utilizada como parte do Consórcio ENCODE (Encyclopedia 
of DNA Elements), um projeto de colaboração internacional que é financiado pelo 
Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma Humano (NHGRI). O foco principal do 
projeto é gerar um banco de dados dos elementos funcionais do genoma, à nível de 
DNA, RNA até proteína (https://www.encodeproject.org/)127. 
As análises já estão sendo realizadas e serão incluídas no artigo a ser 
publicado. Acreditamos que ao combinar os dados de RIP-seq e eCLIP-seq 
poderemos mapear sistematicamente as interações, elucidar o papel do conjunto de 
RNAs regulados e os mecanismos moleculares envolvidos. A compreensão desses 
eventos trará sem dúvidas, novos insights sobre regulação biológica e o programa de 
expressão gênica em grânulos celulares. 
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